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1 Einleitung 
 
1.1 Vorhofflimmern 
 
Vorhofflimmern ist die häufigste Form der behandlungsbedürftigen Herzrhythmusstö-
rungen; nach Studien sind in Europa etwa 4,5 Millionen Menschen betroffen (1), welt-
weit sogar mehr als 33 Millionen Menschen (2). Die Rhythmusstörung ist charakteri-
siert durch unkoordinierte, schnelle und unregelmäßige Aktivität der Vorhöfe, welche 
zum Verlust der Vorhofkontraktion und damit zur Reduktion der kardialen Pumpfunk-
tion führt. Häufig kommt es im Rahmen von Vorhofflimmern zu einer inadäquat schnel-
len atrioventrikulären Überleitung, so dass eine Tachyarrhythmie entsteht, welche die 
kardiale Pumpfunktion weiter reduzieren kann. Der Verlust der Vorhofkontraktion be-
dingt des weiteren eine Verlangsamung des Blutflusses in den Vorhöfen, wodurch das 
Risiko für die Bildung von Thromben insbesondere im Bereich der Herzohren, kleinen 
Ausstülpungen der Vorhöfe, und somit für thrombembolische Ereignisse steigt. 
Je nach Dauer der Rhythmusstörung wird Vorhofflimmern klinisch in drei Kategorien 
eingeteilt. Bei paroxysmalem Vorhofflimmern kommt es zur spontanen Terminierung 
und Rückkehr in den Sinusrhythmus innerhalb weniger Tage. Persistierendes Vorhof-
flimmern hingegen macht eine medikamentöse oder elektrische Kardioversion zur 
Wiederherstellung des Sinusrhythmus notwendig. Wenn weder medikamentös noch 
elektrisch ein andauernder Sinusrhythmus etabliert werden kann, spricht man von per-
manentem oder chronischem Vorhofflimmern (3, 4). 
Die Prävalenz von Vorhofflimmern ist mit dem Alter zunehmend; in der Gruppe der 
über 40-jährigen sind 2,3% betroffen, bei Menschen über 65 Jahren hingegen schon 
5,9% (5). Da jedoch viele Patienten mit Vorhofflimmern asymptomatisch sind, wird so-
gar eine doppelt so hohe tatsächliche Inzidenz vermutet. Benjamin et al. konnten in 
einer Datenanalyse basierend auf der Framingham-Studie als unabhängige klinische 
Risikofaktoren für die Entstehung von Vorhofflimmern zunehmendes Alter, Diabetes 
mellitus, arterielle Hypertonie, Herzinsuffizienz, rheumatische sowie nichtrheumati-
sche Herzklappenerkrankungen und Herzinfarkt identifizieren (6). Eine weitere Sub-
gruppenanalyse der Framingham-Studie zeigte, dass Vorhofflimmern unabhängig von 
weiteren Risikofaktoren mit einem 50-90%igen Anstieg des Sterberisikos verbunden 
ist (7). 
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Weitere Risikofaktoren sind Hyperthyreose, Anämie, akute Vagotonie, die Akutphase 
nach großen Operationen (thorakal, abdominell, Gefäße), Alkoholintoxikation („holi-
day-heart-syndrome“) sowie verschiedene medikamentöse Intoxikationen. Auch ist 
bekannt, dass Vorhofflimmern durch andere supraventrikuläre Tachykardien getriggert 
werden kann (z.B. AV-Knoten-Reentry-Tachykardie) (8). Des weiteren sind heute ei-
nige genetische Faktoren bekannt, die eine erhöhte Vulnerabilität für Vorhofflimmern 
in Abwesenheit der genannten Risikofaktoren bedingen (9-11). 
Die klinische Symptomatik bei Vorhofflimmern ist sehr variabel und reicht vom asymp-
tomatischen Patienten ohne hämodynamische Beeinträchtigung über Palpitationen 
und eine leichte Leistungsbeeinträchtigung bis hin zur hochgradigen hämodynami-
schen Instabilität mit Angina pectoris, schwerer Hypotonie und pulmonalvenöser Stau-
ung. Laut statistischem Bundesamt ist Vorhofflimmern für 5,4% (6,4% bei Frauen, 
4,1% bei Männern) der durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen bedingten Todesfälle ver-
antwortlich (12). Außerdem birgt Vorhofflimmern durch die Bildung von Vorhofthrom-
ben ein hohes Risiko für Embolien und ist die häufigste Ursache für ischämische 
Schlaganfälle bei über 75-jährigen (13). 
Gängige Medikamente zur Rhythmuskontrolle bei Vorhofflimmern sind hauptsächlich 
Klasse I- und Klasse III-Antiarrhythmika, die nur ungenügend effektiv sind. Camm 
stellte 2012 fest, dass nur 30-70% der Patienten nach einem Jahr Follow-up noch ei-
nen Sinusrhythmus aufwiesen (14). Da die Inzidenz des Vorhofflimmerns in den kom-
menden Jahren aufgrund der Alterung der Bevölkerung weiter zunehmen wird, ist es 
umso wichtiger, neue antiarrhythmische Therapieoptionen zu entwickeln. Hierfür ist 
ein verbessertes Verständnis der zugrundeliegenden Pathophysiologie essentiell. 
Diverse Publikationen zeigten in den vergangenen Jahren, dass Vorhofflimmern so-
wohl zu einem elektrophysiologischen als auch zu einem strukturellen Remodeling des 
Vorhofmyokards führt, welches die Empfindlichkeit des Myokards für erneute Arrhyth-
mien wiederum erhöht („Vorhofflimmern erzeugt Vorhofflimmern“). Von zentraler Be-
deutung erscheinen hier Fehlregulationen des Ca2+-Stoffwechsels und der elektrome-
chanischen Kopplung (15, 16). Gekennzeichnet sind diese durch ein Missverhältnis 
zwischen Ca2+-Freisetzung, Ca2+-Aufnahme und Ca2+-Speicherung im Stoffwechsel 
der Herzmuskelzelle, worin unterschiedliche Proteine involviert sind. Um diese Zusam-
menhänge zu veranschaulichen, folgt zunächst eine Einführung in die Physiologie des 
Myokards. Hiernach werden die Remodeling-Vorgänge bei Vorhofflimmern näher er-
läutert. Basierend auf den einleitenden Erläuterungen ergibt sich schließlich die 
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konkrete Fragestellung dieser Dissertation. 
 
 
 
1.2 Die Physiologie des Myokards 
 
Am Beginn der Einleitung steht die Darstellung der elektromechanischen Kopplung der 
Herzmuskelzelle, welche den Prozess zwischen elektrischer Erregung über den intra-
zellulären Anstieg der Ca2+-Konzentration bis hin zur Kontraktion des Kardiomyozyten 
beschreibt. Die zentrale Funktion von Ca2+ für die Kontraktionsvorgänge von Muskel-
zellen wurde bereits 1883 erstmals von Sidney Ringer an isolierten Froschherzen be-
schrieben (17, 18). 
 
 
1.2.1 Die Herzmuskelzelle 
 
Das Myokard besteht aus verzweigten, quergestreiften und einkernigen Kardiomyozy-
ten, die ein dreidimensionales Netzwerk bilden. Die einzelne Herzmuskelzelle ist zy-
lindrisch geformt mit einer Länge von ca. 100 µm und einem Durchmesser von 15-20 
µm. Im Netzwerk des Myokards sind die einzelnen Zellen über Disci intercalares 
(Glanzstreifen) an den Zellenden miteinander verbunden. Diese sorgen für die elektri-
sche und mechanische Kopplung der Zellen untereinander, sodass einerseits die 
schnelle Erregungsausbreitung über das gesamte Myokard gewährleistet wird und an-
dererseits eine nahezu synchrone Kontraktion des gesamten Zellverbandes (funktio-
nelles Synzytium) entsteht. Die Reizfortleitung von Zelle zu Zelle wird durch soge-
nannte „gap junctions“ ermöglicht, über die Ionen und second messenger-Moleküle 
ausgetauscht werden. 
Umschlossen ist jede Herzmuskelzelle von einer Zellmembran, in der integrale Prote-
ine verankert sind. Diese Proteine stellen wichtige Ionenkanäle und -pumpen dar, über 
die Transportvorgänge zur Signalübertragung zwischen intra- und extrazellulärem 
Raum erfolgen.  
Durch fingerförmige Invaginationen, die sogenannten transversalen (T-)Tubuli, wird die 
Oberfläche des Sarkolemms enorm vergrößert. Im Bereich dieser T-Tubuli steht die 
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Zellmembran außerdem in enger räumlicher Beziehung zum Sarkoplasmatischen Re-
tikulum (SR) im Zellinneren. Hier befinden sich L-Typ Ca2+-Kanäle und Ryanodinre-
zeptoren, die die elektromechanische Kopplung einleiten (siehe Kap. 1.2.2). 
Die Querstreifung des Myokards ergibt sich durch die regelmäßige Anordnung der 
kontraktilen Filamente der einzelnen Kardiomyozyten, der sogenannten Myofibrillen. 
Diese sind hintereinander in Form von Sarkomeren angeordnet, wobei ein Sarkomer 
die kleinste kontraktile Einheit der Herzmuskelzelle darstellt. 
Außerdem enthält die Herzmuskelzelle weitere, für die Aufrechterhaltung ihrer Funk-
tion unerlässliche, Zellorganellen und Proteine wie Mitochondrien, Golgi-Apparat, Lip-
ofuszin-Granula, Lysosomen, Peroxisomen, Glykogen sowie das Cytoskelett (19). 
 
 
1.2.2 Die elektromechanische Kopplung: Von der Erregung zur Kontraktion 
 
Die Herzmuskelzelle wird durch einen elektrischen Stimulus in Form eines Aktionspo-
tentials erregt (Abb. 1.1, 1). Das Aktionspotential wird entlang der Zellmembran fort-
geleitet und führt zur Depolarisation derselben von einem Ruhemembranpotential von 
-80 mV zu einem positiven Membranpotential von +30 – 50 mV (19). Dieser Aufstrich 
des Aktionspotentials wird durch das Öffnen schneller Na+-Kanäle erzeugt. Die Depo-
larisation führt nun zur Öffnung der einwärtsgerichteten, spannungsabhängigen L-Typ 
Ca2+-Kanäle (Dihydropyridin-Rezeptoren = DHPR) (Abb. 1.1, 2). Hierdurch kommt es 
zum Ca2+-Einstrom in die Zelle, welcher wiederum die Ca2+-Freisetzung durch die Ry-
anodinrezeptoren (RyR2) aus dem SR triggert, welches das intrazelluläre Ca2+-Spei-
cherorganell der Herzmuskelzelle darstellt (Abb. 1.1, 3; (20, 21)). Diese sogenannte 
Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung (22-24) wird ermöglicht durch die funktionelle und 
räumliche Organisation von 10 – 25 L-Typ Ca2+-Kanälen und ungefähr 100 gecluster-
ten RyR2 im Bereich der T-Tubuli und des SR in sogenannten „Couplons“ (25, 26). 
Dieser Anstieg der freien cytosolischen Ca2+-Konzentration von ~100 nM auf ~1 µM 
während der Systole (Abb. 1.1, 4) wird dabei hauptsächlich aus der Ca2+-induzierten 
Ca2+-Freisetzung über die RyR2 generiert (27) und führt zu der bekannten Ca2+-ab-
hängigen Aktivierung der Myofilamente, dem sogenannten Querbrückenzyklus, 
wodurch es zur mechanischen Kontraktion des Kardiomyozyten kommt (Abb. 1.1, 5). 
Die Repolarisation am Ende des Aktionspotentials erfolgt dagegen hauptsächlich 
durch auswärtsgerichtete K+-Ströme (19). 
1. Einleitung 
 5 
1.2.3 Die Relaxation 
 
Die Relaxation der Herzmuskelzelle erfordert die Senkung der intrazellulären Ca2+-
Konzentration, damit die Myofilamente relaxieren (Abb. 1.1, grüne Pfeile). Diese Ca2+-
Eliminierung aus dem Cytosol wird hauptsächlich durch vier Transportproteine reali-
siert (28): die SR Ca2+-ATPase (sarkoplasmatische Ca2+-ATPase mit der dominanten 
kardialen Isoform SERCA2a; Abb. 1.1, 6), der sarkolemmale sekundär aktive 
Na+/Ca2+-Austauscher (NCX; Abb. 1.1, 8), die sarkolemmale Ca2+-ATPase (Abb. 1.1, 
9) sowie der mitochondriale Ca2+-Uniporter (Abb. 1.1, 10). 
Je nach Spezies variiert der Anteil dieser Transportproteine an der Ca2+-Elimination. 
In humanen Kardiomyozyten leistet die SERCA2a unter ATP-Verbrauch mit etwa 70% 
den größten Beitrag zur Ca2+-Elimination aus dem Cytosol durch Rückaufnahme in 
das SR, wobei ihre Funktion durch Phospholamban (PLB; Abb. 1.1, 7) im Sinne einer 
Inhibition moduliert werden kann. Der NCX hingegen transportiert ca. 28% des Ca2+ 
aus dem Cytosol (28). Sarkolemmale Ca2+-ATPase und mitochondrialer Ca2+-Unipor-
ter sind mit einem Anteil von insgesamt 2% folglich nur in sehr geringem Maß an der 
cytosolischen Ca2+-Elimination in humanen Herzmuskelzellen beteiligt. Der NCX ar-
beitet unter physiologischen Bedingungen zumeist im Vorwärtsmodus, was bedeutet, 
dass ein Ca2+-Ion im Austausch gegen drei Na+-Ionen entlang des elektrochemischen 
Gradienten des Na+ nach extrazellulär transportiert wird (Abb. 1.1, 8). Dieser Modus 
wird bei intrazellulär hohen Ca2+- und niedrigen Na+-Konzentrationen favorisiert, es ist 
unter besonderen Umständen aber auch eine umgekehrte Flussrichtung (Rückwärts-
modus) möglich. Der elektrochemische Gradient von Na+ und K+ wird durch die 
Na+/K+-ATPase wiederhergestellt (Abb. 1.1, 11). 
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Abbildung 1.1: Schema der elektromechanischen Kopplung, modifiziert nach Bers 2002, S.198. In 
Folge eines Aktionspotentials (AP, 1) strömt Ca2+ über L-Typ Ca2+-Kanäle (ICa, 2) in das Cytosol und 
induziert die Ca2+-Freisetzung durch die Ryanodinrezeptoren (RyR2, 3) aus dem SR (rote Pfeile). Dieser 
intrazelluläre Anstieg der Ca2+-Konzentration (4, blaue Kurve im Kasten) bewirkt die Aktivierung der 
Myofilamente mit nachfolgender Kontraktion der Herzmuskelzelle (5, rote Kurve im Kasten). Im Rahmen 
der Relaxation wird das cytosolische Ca2+ wieder aus dem Zytosol eliminiert (grüne Pfeile) vornehmlich 
durch die SERCA2a (6), welche über Phospholamban (PLB, 7) reguliert wird, und den NCX (8) sowie 
zu geringen Anteilen die sarkolemmale Ca2+-ATPase (9) und den mitochondrialen Uniporter (10). Die 
Na+/K+-ATPase hält die elektrochemischen Gradienten von Na+ und K+ aufrecht (11) (28). 
 
 
1.2.4 Besonderheiten des Vorhofmyokards 
 
Die meisten der oben beschriebenen Vorgänge basieren auf Untersuchungen an 
ventrikulären Kardiomyozyten. Im Vergleich zu diesen weisen Vorhofmyozyten einige 
Besonderheiten auf. 
Morphologisch sind atriale Kardiomyozyten dünner und weisen weniger T-Tubuli auf 
als ventrikuläre Zellen (29, 30). Dies bedingt auch eine kleinere Zelloberfläche und ein 
kleineres Volumen (31). Durch die besondere Anatomie und die geringere Dichte an 
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T-Tubuli triggert der Ca2+-Einstrom über die L-Typ Ca2+-Kanäle in Vorhofkardiomyozy-
ten einen nicht-synchronen Anstieg des intrazellulären Ca2+-Levels beginnend in der 
Zellperipherie und fortschreitend in das Zellzentrum (32). 
In atrialen Herzmuskelzellen sind die Kontraktions- und Relaxationszeit ebenso kürzer 
wie die Dauer des Aktionspotentials und des Ca2+-Transienten (33-35). Außerdem wird 
die Amplitude des Ca2+-Transienten dynamisch reguliert (30). Walden et al. konnten 
darüber hinaus zeigen, dass der SR Ca2+-Gehalt in Vorhofmyokardzellen insgesamt 
höher ist als in Ventrikelmyokardzellen. Des weiteren gibt es signifikante Unterschiede 
in der Proteinexpression. So ist zum Beispiel die Expression der sarkoplasmatischen 
Ca2+-ATPase SERCA2a deutlich erhöht, während die Expressionslevel von RyR2 und 
Phospholamban geringer sind als in ventrikulären Zellen (31, 33). Ebenso findet sich 
in Vorhofmyokardzellen ein anderes Expressionsmuster bezüglich diverser Ionenka-
näle im Vergleich zu Ventrikelzellen (36). 
 
 
 
1.3 Die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) 
 
1.3.1 Charakteristika der CaMKII 
 
Die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) ist eine multifunktionelle Se-
rin/Threonin-Proteinkinase (37). Im Gegensatz zu anderen CaMK-Enzymen handelt 
es sich bei der CaMKII um ein multimerisches Enzym. Das Holoenzym setzt sich aus 
6 – 12 Monomeren (Homo- oder Heteromultimeren) zusammen, die sich wiederum zu 
einer ringförmigen Struktur gruppieren (Abb. 1.2 B). Jedes CaMKII-Monomer ist auf-
gebaut aus einer aminoterminalen Domäne mit katalytischer Funktion, einer zentralen 
regulatorischen Domäne mit einer Autoinhibitions- und einer Ca2+/Calmodulin-Bin-
dungsregion, welche sich überlappen, sowie einer carboxyterminalen Assoziationsdo-
mäne, welche für die Oligomerisation des Holoenzyms verantwortlich ist (Abb. 1.2 A; 
(27)). 
Für die vier bekannten Isoformen der CaMKII kodieren die Gene α, β, γ und δ. Die 
ubiquitäre CaMKIIγ und in stärkerem Maße die CaMKIIδ stellen die vorherrschenden 
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Zellen des Nervensystems exprimiert werden (27, 38, 39). Im Folgenden wird vorwie-
gend auf die CaMKIIδ eingegangen, da sie als im Herzen vorherrschende Isoform des 
Enzyms für diese Arbeit die größte Relevanz hat. Im Herz finden sich zwei Splicevari-
anten der CaMKIIδ mit jeweils unterschiedlicher Lokalisation (38): Die Splicevariante 
CaMKIIδB ist aufgrund ihrer aus 11 Aminosäuren bestehenden Kernlokalisierungsse-
quenz im Nukleus, die Splicevariante CaMKIIδC hingegen im Cytosol der Herzmuskel-
zelle zu finden (40). Die CaMKII nimmt eine zentrale regulatorische Funktion in der 
elektromechanischen Kopplung der Herzmuskelzelle ein, scheint aber auch (maladap-
tive) Genexpressionen bei Herzinsuffizienz und -hypertrophie zu beeinflussen (41, 42). 
 
 
1.3.2 Aktivierung der CaMKII 
 
Ein periodischer Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration, wie er in der Systole 
des Herzens stattfindet, bewirkt die Aktivierung der CaMKII, indem vier Ca2+-Ionen mit 
Calmodulin (CaM) einen Komplex bilden und dieser Ca2+/CaM-Komplex an die zent-
rale regulatorische Domäne der CaMKII bindet. Durch diese Interaktion wird die auto-
inhibitorische Domäne verdrängt und die katalytische Domäne freigelegt (Abb. 1.2 C). 
Neben dieser Ca2+/Calmodulin-abhängigen Aktivierung kann die CaMKII darüber hin-
aus durch Autophosphorylierung im Bereich der autoinhibitorischen Domäne an Thre-
onin-287 (Thr-287) aktiv bleiben (Abb. 1.2  D; (41)). Dieser Mechanismus ist allerdings 
nicht essentiell für die Aktivität der CaMKII, sondern bewirkt vielmehr eine Affinitäts-
steigerung des Enzyms für den Ca2+/CaM-Komplex um das 700-fache (43). Dabei stört 
die Autophosphorylierung signifikant die Autoinhibition des Enzyms. Daher verfügt die 
CaMKII im autophosphorylierten Zustand auch nach Absinken der Ca2+-Konzentration 
in der Diastole und Abdissoziation des Ca2+/CaM-Komplexes über 20-80% ihrer Akti-
vität (44-46). 
Diese Mechanismen machen die Aktivierung der CaMKII außerdem stark abhängig 
von der Herzfrequenz, mit kumulierender Aktivität bei höheren Frequenzen (47). 
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Abbildung 1.2: Die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII), modifiziert nach Maier 
und Bers 2002, S.924. A: Darstellung eines CaMKII-Monomers bestehend aus drei Domänen. B: For-
mierung des CaMKII-Holoenzyms aus seinen Monomeren mit den nach außen ragenden katalytischen 
Domänen. C: Direkte Aktivierung der CaMKII durch den Ca2+/CaM-Komplex (rote Punkte). D: Durch 
Autophosphorylierung der regulatorischen Domäne an Thr-287 kann die CaMKII über einen längeren 
Zeitraum aktiv bleiben (27). 
 
Neuere Arbeiten konnten zeigen, dass nicht nur die oben genannten Mechanismen 
zur Aktivierung der CaMKII führen, sondern auch Oxidation von Methionin-281/282 
(Met-281/282) durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (48) sowie Glykosylierung von 
Serin-279 (Ser-279) durch O-gebundenes N-Acetylglucosamin infolge von erhöhten 
Glucosespiegeln (49). Gutierrez et al. beschrieben darüber hinaus erstmalig eine Be-
einflussung der CaMKII-Aktivität durch Nitrosylierung durch NO (50). 
 
 
1.3.3 Die Rolle der CaMKII in der elektromechanischen Kopplung 
 
Die CaMKII nimmt eine zentrale regulatorische Funktion in der elektromechanischen 
Kopplung des Herzens ein, indem sie verschiedene intrazelluläre Proteine phosphory-
liert. Hierzu zählen die SERCA2a (51), PLB (52, 53), der RyR2 (54, 55) und Ionenka-
näle wie Na+- (56), K+- (57) sowie L-Typ Ca2+-Kanäle (58) (Abb. 1.3). Die Phosphory-
lierung dieser Proteine kann sowohl in einer Hemmung als auch in einer Aktivierung 
A 
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derselben resultieren, wodurch die elektromechanische Kopplung beeinflusst wird. 
Unter anderem moduliert die CaMKII die Öffnungswahrscheinlichkeit des RyR2 (Abb. 
1.3). Eine CaMKII-spezifische Phosphorylierungsstelle an der Aminosäure Ser-2814 
wurde von Wehrens et al. beschrieben, welche mit einer erhöhten Öffnungswahr-
scheinlichkeit des RyR2 in Beziehung gebracht wurde ((59), siehe Kap. 1.4). Wäh-
renddessen kann der RyR2 an Ser-2808 sowohl durch die CaMKII als auch durch die 
PKA phosphoryliert werden (60). 
Die Phosphorylierung von PLB an Thr-17 durch die CaMKII führt zur Abdissoziation 
des PLB von der SERCA2a, wodurch diese nicht mehr dem inhibitorischen Einfluss 
von PLB unterliegt. Dies führt zur Aktivitätssteigerung der SERCA2a (61). Des weite-
ren kann die CaMKII die SERCA2a direkt phosphorylieren, was ebenfalls die Aktivität 
der SERCA2a erhöht (59, 62). Beides steigert die Ca2+-Aufnahme in das SR. 
Die Phosphorylierung von L-Typ Ca2+-Kanälen durch die CaMKII wiederum führt wie 
bei den RyR2 zur erhöhten Öffnungswahrscheinlichkeit der Kanäle und damit zu einem 
gesteigerten Ca2+-Einstrom in die Zelle (58), also einer Steigerung des ICa,L, was wie-
derum die Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung aus dem SR augmentiert (vergleiche Kap. 
1.2.2). Auch verschiedene Na+- und K+-Kanäle werden durch die CaMKII phosphory-
liert und hierdurch in ihrer Funktion direkt moduliert. Unter anderem wird hierdurch der 
späte Na+-Strom (late INa) gesteigert (57, 63). 
Insgesamt dekodiert die CaMKII somit durch ihre Wirkungen die Frequenz und 
Amplitude der intrazellulären Ca2+-Transienten (64). 
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Abbildung 1.3: Die regulatorische Funktion der CaMKII in der elektromechanischen Kopplung, 
modifiziert nach Maier und Bers 2007, S.632. Die CaMKII kann durch Phosphorylierung (blaue Pfeile) 
verschiedene in die elektromechanische Kopplung involvierte Proteine modulieren, z.B. die RyR2 (1), 
die SERCA2a (2) und PLB (3) sowie Na+- (4) K+- (5) und L-Typ Ca2+-Kanäle (6). Außerdem dargestellt 
sind der NCX, mitverantwortlich für die Relaxation und die Na+/K+-ATPase, welche einen Konzentrati-
onsgradienten aufrechterhält (65). 
 
 
1.3.4 Inaktivierung und pharmakologische Hemmung der CaMKII 
 
Physiologisch erfolgt die komplette Inaktivierung der CaMKII durch Dephosphorylie-
rung des Enzyms durch die Proteinphosphatasen (PP) PP1, PP2A und PP2C (41). 
Pharmakologisch ist eine Hemmung der CaMKII durch mehrere etablierte experimen-
telle CaMKII-Inhibitoren möglich. Hierzu zählt das Methoxybenzensulfonamin KN-93, 
welches zur CaMKII-Inhibition in dieser Arbeit verwendet wurde. 
Die wasserlösliche Substanz KN-93 ist ein allosterischer CaMKII-Inhibitor, der kompe-
titiv mit dem Ca2+/CaM-Komplex um die Bindungsstelle der regulatorischen Domäne 
der CaMKII konkurriert, jedoch nicht in Konkurrenz mit ATP steht (66). KN-93 verhin-
dert so die Freilegung von Thr-287 und damit die Aktivierung des Enzyms durch Phos-
phorylierung an Thr-287, jedoch inhibiert KN-93 nicht die bereits autophosphorylierte 
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und damit aktivierte CaMKII. Dabei besitzt KN-93 eine halbmaximale inhibitorische Po-
tenz von Ki=0,37 µM (67, 68). Auf andere wichtige „second messenger“-Kaskaden (wie 
die cAMP-abhängige PKA) hat KN-93 keine relevante Wirkung (68), von einigen Grup-
pen wurden jedoch inhibitorische Nebeneffekte auf die L-Typ Ca2+-Kanäle und meh-
rere spannungsabhängige K+-Kanäle beschrieben (67, 69-71). Entsprechend sollte bei 
Arbeiten mit KN-93 (wie in der vorliegenden Arbeit) als Kontrolle die CaMKII-unwirk-
same Kontrollsubstanz KN-92 verwendet werden, welche die gleichen CaMKII-unab-
hängigen Nebeneffekte wie KN-93 aufweist (70). 
Die Strukturformeln beider Substanzen sind in Abb. 1.4 dargestellt. Entwickelt wurde 
KN-93 1991 von Hidaka und Kollegen (68). 
 
  
Abbildung 1.4: CaMKII-Inhibitor KN-93 (2-[N-(4-Hydroxyethyl)-N-(4-methoxybenzenesul-fonyl)]-
amino-N-(4-chlorocinnamyl)-N-methylbenzylamin) (A) und sein inaktives Analogon KN-92 (2-[N-(2-
Methoxybenzenesulfonyl)]-amino-N-(4-chlorocinnamyl)-N-methylbenzylamin) (B). Modifiziert nach Pel-
licena und Schulman 2014 (66). 
 
Neben KN-93 gibt es weitere pharmakologische CaMKII-Inhibitoren, welche experi-
mentell in vitro und in vivo genutzt werden. Hier ist zunächst KN-62 zu nennen, das 
denselben Wirkmechanismus aufweist wie KN-93. Es handelt sich sozusagen um den 
Vorgänger von KN-93, der ebenfalls von Hidaka und Kollegen entwickelt wurde (72). 
Weitere etablierte CaMKII-Inhibitoren sind die synthetischen Peptide AIP („Auto-
camtide-2-related inhibitory peptide“ (73)) und AC3-I („Autocamtide-3 inhibitor“ (74)). 
Beide hemmen die CaMKII durch kompetitive Bindung an die Substratbindungsstelle, 
d.h. auch die bereits aktivierte Kinase wird effektiv inhibiert. Limitierender Faktor für 
den Einsatz dieser Substanzen ist jedoch ihre fehlende Zellmembrangängigkeit, wel-
che durch Myristolierung der Peptide teilweise umgangen werden kann. Allerdings 
kann dies zu einer verringerten Selektivität des Moleküls führen (66), z.B. wurden für 
myristoliertes AIP CaMKII-unabhängige Effekte nachgewiesen (75). 
Die bisher beschriebenen CaMKII-Inhibitoren wurden nicht für den therapeutischen 
A B 
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Einsatz konzipiert, sondern dienen rein der experimentellen Erforschung der CaMKII. 
Diese Forschung, eingeschlossen die hier vorliegende Arbeit, hat wichtige Schlüssel-
rollen der CaMKII in der elektromechanischen Kopplung aber auch im Rahmen der 
Herzinsuffizienz sowie bei Arrhythmien aufgezeigt, sodass die Entwicklung von selek-
tiven CaMKII-Inhibitoren für eine sichere und effektive therapeutische Anwendung bei 
kardialen Erkrankungen von großem Interesse ist.  
Aussichtsreiche Kandidaten sind die neuen niedermolekularen ATP-kompetitiven 
CaMKII-Inhibitoren SMP-114 (Rimacalib), AS100105 (in der Literatur auch kurz AS105 
genannt) und GS-680. Diese Substanzen konkurrieren hochaffin mit ATP um die Bin-
dung an die katalytische Domäne der CaMKII. Das bedeutet, dass die Inhibition der 
Kinase unabhängig vom Autophosphorylierungsstatus erfolgt und somit die CaMKII 
sowohl nach Ca2+/CaM-induzierter Aktivierung als auch bei autonomer Aktivität nach 
Autophosphorylierung gehemmt wird. 
SMP-114 ist eine oral bioverfügbare Substanz, die initial als krankheitsmodifizierendes 
Therapeutikum der rheumatoiden Arthritis entwickelt wurde. Als solches zeigte sie sich 
aber in einer klinischen Phase II-Studie nach aktuellem Kenntnisstand als nicht effek-
tiv. Von Neef et al. konnte jedoch gezeigt werden, dass SMP-114 in vitro das SR Ca2+-
Leck sowie spontane SR Ca2+-Freisetzungen signifikant reduziert ohne negative Aus-
wirkungen auf die elektromechanische Kopplung, sodass hier die klinische Testung als 
kardiales Medikament sinnvoll erscheint (76). 
AS100105 ist ein Pyrimidin-basierter selektiver CaMKII-Inhibitor, der in vitro mit hoher 
Effektivität das SR Ca2+-Leck signifikant hemmt, während der SR Ca2+-Gehalt und 
konsekutiv die Kontraktilität der Kardiomyozyten gesteigert werden (77). Ähnliche Re-
sultate zeigten sich bei Experimenten von Lebek et al. mit GS-680 (78). Für keinen der 
hier aufgeführten neuen niedermolekularen CaMKII-Inhibitoren wurden bisher Effekte 
auf andere kardiomyozytäre Kinasen oder Ionenkanäle nachgewiesen.  
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1.4 Der kardiale Ryanodinrezeptor (RyR2) 
 
Der kardiale Ryanodinrezeptor ist der SR Ca2+-Freisetzungskanal des Kardiomyozy-
ten. Bisher konnten drei Isoformen von Ryanodinrezeptoren identifiziert werden, wobei 
der RyR2 die kardial dominante Isoform darstellt (79). Wie bereits in Kap.1.2.2 er-
wähnt, ist der RyR2 verantwortlich für die Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung aus dem 
SR. Cheng et al. beschrieben als erste sogenannte Ca2+-Sparks als die Verkörperung 
von spontanen elementaren Ca2+-Freisetzungsereignissen aus dem SR über geclus-
terte RyR2 (80, 81). 
Morphologisch handelt es sich bei dem RyR2 um einen 2200 kDa großen homotetra-
meren Proteinkomplex mit einer Pore, die zwischen den vier jeweils 565 kDa großen 
Untereinheiten liegt (26). Die großen N-terminalen cytoplasmatischen Domänen des 
RyR2 modulieren die Öffnung der Pore und sind am Aufbau eines großen regulatori-
schen Signalkomplexes beteiligt, in dem sie für diverse regulatorische Proteine als 
Anker dienen. Zu diesen zählen Calmodulin, Calstabin2 (FK506-Bindeprotein 12.6 = 
FKBP12.6), ein muskel-spezifisches Ankerprotein für die Proteinkinase A (mAKAP) 
sowie die Phosphatasen (PP) PP1 und PP2a (19, 26).  
Die RyR2 sind in großen Clustern von mehr als 100 einzelnen Kanälen an den Junkti-
onen zwischen SR und Sarkolemm in direkter Nachbarschaft zu L-Typ Ca2+-Kanälen 
angeordnet. Diese Felder stellen große funktionelle Ca2+-Freisetzungskomplexe dar 
und werden auch Couplons genannt. Wie in Kap.1.2.2 beschrieben, führt eine Erhö-
hung der Ca2+-Konzentration auf der cytosolischen Seite des RyR2 zu seiner Aktivie-
rung und damit zur Öffnung der Pore, was zur Freisetzung von Ca2+ aus dem SR führt. 
Von großer Wichtigkeit ist die Regulation des RyR2 durch Phosphorylierung, darge-
stellt in Abb. 1.5. Als den RyR2 phosphorylierende Kinasen sind hier insbesondere die 
Proteinkinase A (PKA) und die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) 
zu nennen. Die PKA phosphoryliert den RyR2 an Ser-2808, was dazu führt, dass die 
RyR2-Aktivität zunimmt (82, 83). 
Die CaMKII hingegen phosphoryliert den RyR2 spezifisch an Ser-2814. Diese Phos-
phorylierung moduliert die Ca2+-Freisetzung aus dem SR, indem Öffnungswahrschein-
lichkeit und Öffnungsdauer des Rezeptors erhöht werden. Des weiteren wird durch 
Phosphorylierung von Ser-2814 auch die Sensitivität des RyR2 für Ca2+ erhöht (55, 
59). Die Arbeit von Wehrens et al. konnte außerdem zeigen, dass die CaMKII-
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abhängige Phosphorylierung des RyR2 durch hohe Herzfrequenzen gesteigert wird 
(59). Wie bereits in Kap. 1.3.3 erwähnt, kann der RyR2 darüber hinaus von der CaMKII 
ebenso wie durch die PKA an Ser-2808 phosphoryliert werden. 
Die Dephosphorylierung des RyR2 erfolgt durch die assoziierten Phosphatasen PP1 
und PP2a in Abhängigkeit vom Verhältnis der Kinasen- und Phosphatasenaktivität (16, 
26). 
 
 
Abbildung 1.5: Modulation des kardialen Ryanodinrezeptors RyR2 durch Phosphorylierung und 
das daraus resultierende SR Ca2+-Leck, modifiziert nach Maier und Bers 2007, S. 634 (65). 
 
 
 
1.5 Das Ca2+-Leck des Sarkoplasmatischen Retikulums und 
seine Rolle bei Vorhofflimmern 
 
Unter normalen Bedingungen, also im gesunden Myokard, kommt es nur zur Freiset-
zung von Ca2+ aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum, wenn ein Aktionspotential zur 
Öffnung der L-Typ Ca2+-Kanäle und einem Ca2+-Einstrom führt, welcher die RyR2 öff-
net und Ca2+ aus dem SR freisetzt (siehe Kap. 1.2.2). Dieser Ca2+-Transient führt zur 
systolischen Kontraktion der Herzmuskelzelle. Während der Diastole jedoch bleiben 
die RyR2 normalerweise weitgehend geschlossen. 
Bei Ca2+-Sparks handelt es sich um elementare diastolische Ca2+-Freisetzungsereig-
nisse. Es kommt zu spontanen Öffnungen einzelner Cluster von RyR2 während der 
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Diastole, wodurch jeweils eine kleine Menge Ca2+ in das Cytosol freigesetzt wird. 
Nimmt die Zahl der Ca2+-Sparks zu, führt dieses Leck zu einer Verringerung der Bela-
dung des SR mit Ca2+, während gleichzeitig die cytosolische Ca2+-Konzentration er-
höht wird. Außerdem können Ca2+-Sparks sogenannte Ca2+-Waves auslösen, wenn 
die lokale Erhöhung der Ca2+-Konzentration benachbarte RyR2 aktiviert und sich die 
spontane Ca2+-Freisetzung aus dem SR wellenförmig fortsetzt. In gesunden humanen 
Kardiomyozyten sind Ca2+-Sparks sehr seltene Ereignisse (84). Die Häufigkeit von 
Ca2+-Sparks und damit die Größe des SR Ca2+-Lecks ist abhängig von der SR Ca2+-
Beladung und von der cytosolischen Ca2+-Konzentration sowie dem Phosphorylie-
rungsstatus der RyR2, der deren Öffnungswahrscheinlichkeit moduliert (siehe Abb. 1.5 
(84, 85)). 
Ein erhöhtes SR Ca2+-Leck wiederum führt zu einer erhöhten diastolischen cytosoli-
schen Ca2+-Konzentration (im weiteren vereinfachend diastolische Ca2+-Konzentration 
genannt). Um die diastolische Ca2+-Konzentration zu normalisieren, wird Ca2+ über 
den NCX aus der Zelle transportiert, was wiederum zu einem einwärtsgerichteten de-
polarisierenden Strom führt. Dies kann sogenannte verzögerte Nachdepolarisationen 
(„delayed afterpolarisations“, DAD) auslösen, welche Arrhythmien triggern können 
(86). Des weiteren können Ca2+-Sparks die Aktivität von latenten atrialen Schrittma-
cherzellen über die o.g. depolarisierenden Mechanismen erhöhen, was ebenfalls Ar-
rhythmien begünstigt (87, 88). 
Hove-Madsen et al. konnten zeigen, dass atriale Kardiomyozyten von Patienten mit 
Vorhofflimmern eine höhere Frequenz von spontanen Ca2+-Freisetzungen aufweisen 
als solche von Patienten ohne Herzrhythmusstörung und damit ein größeres SR Ca2+-
Leck. Dies galt sowohl für Ca2+-Sparks als auch für Ca2+-Waves. Die Untersuchungs-
ergebnisse legten nahe, dass eine erhöhte Aktivität der RyR2 hierfür verantwortlich ist 
(15). 
Bezüglich dieser Ausführungen muss auch erwähnt werden, dass ein erhöhter SR 
Ca2+-Gehalt auch zu einem erhöhten SR Ca2+-Leck führt. Da die SR Ca2+-Beladung 
bei Vorhofmyozyten deutlich höher ist als bei Ventrikelmyozyten, wie in Kap. 1.2.4 be-
schrieben, ist in Vorhofmyozyten das Auftreten von Ca2+-Sparks von vornherein wahr-
scheinlicher (32). 
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1.6 Pathophysiologie des Vorhofflimmerns 
 
In den vergangenen Jahren sind die zellulären und molekularen pathophysiologischen 
Mechanismen bei Vorhofflimmern intensiv untersucht worden. Hierbei zeigte sich, dass 
die Herzrhythmusstörung zu einem elektrophysiologischen, kontraktilen und struktu-
rellen Remodeling (also Umbauvorgängen) auf Zellebene führt. Ebenso intensiv wer-
den die Mechanismen erforscht, die Vorhofflimmern initiieren. Hierzu gehören insbe-
sondere ektope Aktivität und Reentry-Mechanismen im Bereich der Vorhöfe. 
 
 
1.6.1 Elektrophysiologische Mechanismen und Remodeling 
 
Aus heutiger Sicht sind Reentry-Mechanismen (d.h. wiedereintretende kreisende Er-
regungen) und fokale ektope Aktivität die beiden Hauptmechanismen bei der Auslö-
sung von Vorhofflimmern (89-91). Reentry-Kreise können einerseits durch anatomi-
sche Hindernisse wie Narben oder generalisierte Fibrose des Myokards entstehen 
(92), andererseits auch als funktionelles Reentry durch sich vorzeitig an einer refrak-
tären Grenze ausbreitende Impulse. Hier sind insbesondere das Modell des „leading 
circle“, bei dem ein Reentry in einem Kreis um ein kontinuierlich refraktäres Zentrum 
auftritt, sowie das „spiral wave“-Modell, bei dem die Erregung um ein Zentrum aus 
erregbarem jedoch nicht erregtem Gewebe fortschreitet, zu erwähnen (36, 90). Fokale 
ektope Aktivität wird wahrscheinlich durch frühe Nachdepolarisationen („early afterde-
polarisations“, EAD) und verzögerte Nachdepolarisationen („delayed afterdepolarisa-
tions“, DAD) ausgelöst. EADs werden durch eine verzögerte Repolarisation der Zellen 
begünstigt, während DADs wie in Kap. 1.5 beschrieben durch ein erhöhtes SR Ca2+-
Leck und Ca2+-Sparks ausgelöst werden (93). 
Als erste Arbeitsgruppen konnten Morillo et al. sowie Wijffels et al. 1995 ein tachykar-
die-induziertes elektrisches Remodeling nachweisen. Tachykardie führt zur Reduktion 
der Refraktärzeit der atrialen Kardiomyozyten sowie zum Verlust der normalen Fre-
quenzadaptation der Refraktärzeit. Darüber hinaus führt die Aufrechterhaltung von 
Vorhofflimmern zu einer zunehmenden Empfänglichkeit für das erneute Auftreten von 
Vorhofflimmern (94, 95). Diese Beobachtung begründete das Konzept „Vorhofflimmern 
erzeugt Vorhofflimmern“. Mit Hilfe von Patch Clamp-Techniken konnte nachgewiesen 
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werden, dass durch Vorhofflimmern insbesondere der Fluss über die L-Typ Ca2+-Ka-
näle reduziert wird (96). Jedoch unterliegen auch andere Ionenkanäle den Remode-
ling-Vorgängen (97, 98). Dass insbesondere auch die RyR2 eine wichtige Rolle spie-
len, wurde tierexperimentell in einer Reihe von Untersuchungen gezeigt, die v.a. nach 
der Durchführung der Experimente der hier vorliegenden Arbeit erschienen sind: In 
mehreren Tiermodellen konnte eine erhöhte Anfälligkeit für Vorhofflimmern sowie eine 
stärkere Persistenz desselben nachgewiesen werden, wenn die Funktion der RyR2 
durch Genmutationen im Sinne einer Aktivitätssteigerung verändert wurde (99-102). 
 
 
1.6.2 Kontraktiles und strukturelles Remodeling 
 
Abhängig von der Dauer des Vorhofflimmerns kommt es in den Vorhöfen des Herzens 
zu einem kontraktilen Remodeling. Nach Kardioversion in den Sinusrhythmus zeigt die 
atriale Kontraktilität eine deutliche Dysfunktion, deren Erholung mit der Dauer des vo-
rausgehenden Vorhofflimmerns korreliert (103, 104). Dieser atrialen Dysfunktion der 
Kontraktilität scheinen insbesondere eine Ca2+-Überladung der Zellen (105, 106) so-
wie eine Herunterregulierung der L-Typ Ca2+-Kanäle zugrunde zu liegen (98, 107).  
Des weiteren kommt es durch den Verlust an Kontraktilität während des Vorhofflim-
merns auch zur Dilatation der Vorhöfe (108, 109), welche mit zu den unten beschrie-
benen ultrastrukturellen Veränderungen beiträgt (110). 
Auch in der Ultrastruktur der atrialen Myozyten findet durch Vorhofflimmern ein Remo-
deling statt. Nach einer gewissen Dauer der Herzrhythmusstörung tritt im Tiermodell 
eine Dedifferenzierung der Zellen in Richtung eines mehr fetalen Entwicklungsstadi-
ums ein (111, 112). Insbesondere nimmt die Zellgröße zu, was assoziiert ist mit einer 
perinukleären Akkumulation von Glykogen und Myolyse, also einem Verlust an Sarko-
meren, im Zentrum der Zellen. Die strukturellen Veränderungen wurden von Vitadello 
et al. als physiologische Adaptation an chronische Ca2+-Überladung und metaboli-
schen Stress der Zellen eingeordnet (113). Ähnliche Effekte konnten auch im humanen 
atrialen Myokard nachgewiesen werden (114). Im Menschen wie auch in vielen Tier-
modellen für Vorhofflimmern wurden häufig auch degenerative Veränderungen der 
Zellen beobachtet zusammen mit einer vermehrten interstitiellen Fibrose sowie einer 
Dilatation der Vorhöfe (115-117). 
Die beschriebenen Veränderungen durch Vorhofflimmern sind nach Konversion in den 
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Sinusrhythmus größtenteils umkehrbar. So konnte in humanem Myokard gezeigt wer-
den, dass nach lang andauerndem Vorhofflimmern das elektrophysiologische Remo-
deling der Zellen innerhalb weniger Tage reversibel war (118, 119). Hingegen benötigt 
es in Abhängigkeit von der Dauer des vorangehenden Vorhofflimmerns einen wesent-
lich längeren Zeitraum (bis zu Monaten), bis sich die strukturellen Veränderungen zu-
rückgebildet haben (104, 120). 
 
 
 
1.7 Fragestellung der Dissertation 
 
Aufgrund der klinischen Bedeutung des Vorhofflimmerns ist ein besseres Verständnis 
der pathophysiologischen Prozesse bei Vorhofflimmern nicht nur grundlagenwissen-
schaftlich interessant, sondern auch wichtig zur Entwicklung neuartiger Therapiean-
sätze für diese Erkrankung. Zwar existieren zum Zeitpunkt der hier dargelegten Expe-
rimente einige tierexperimentelle Studien und einige wenige Untersuchungen an hu-
manem Vorhofmyokard, jedoch sind die Mechanismen des vermuteten SR Ca2+-Lecks 
bei Vorhofflimmern unzureichend verstanden. Sowohl die Rolle der CaMKII bei der 
Entstehung von Vorhofflimmern, als auch ihre genauen Regulationsmechanismen 
werden aktuell kontrovers diskutiert. 
Zentrale Hypothese meiner Arbeit ist, dass bei Vorhofflimmern eine Überexpression 
der CaMKII vorliegt und es CaMKII-abhängig zu einem erhöhten SR Ca2+-Leck kommt 
(z.B. durch Hyperphosphorylierung des RyR2 an der CaMKII-spezifischen Phospho-
rylierungsstelle Ser-2814) mit der Folge eines pro-arrhythmischen Anstiegs der dias-
tolischen cytosolischen Ca2+-Konzentration und dass diese Veränderungen entspre-
chend durch CaMKII-Inhibition reversibel bzw. in der klinischen Perspektive therapier-
bar sind.  
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Entsprechend wurden folgende konkrete Fragenstellungen in diesem Zusammenhang 
gestellt: 
 
1. Lässt sich die vermutete vermehrte CaMKII-Expression und vermehrte CaMKII-
abhängige RyR2-Phosphorylierung in den untersuchten Myokardproben bestä-
tigen? 
2. Führt diese RyR2-Hyperphosphorylierung zu einem vermehrten SR Ca2+-Leck? 
3. Hat dieses Leck Auswirkungen auf die diastolische Ca2+-Konzentration? 
4. Sind diese Effekte tatsächlich CaMKII-abhängig bzw. lassen sie sich durch 
CaMKII-Inhibition abschwächen? 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Gewinnung der Gewebeproben 
 
2.1.1 Probengewinnung von humanem Vorhofmyokard 
 
In der vorliegenden Dissertation wurden Kardiomyozyten aus humanem Vorhofge-
webe verwendet. Hierzu wurde bei Patienten, die sich einer Bypass-, Herzklappen- 
oder einer anderen Herzoperation unterziehen mussten, ein Stück des rechten Herz-
ohrs, einem Anhängsel des rechten Vorhofs, entnommen (Abb. 2.1). Die Entnahme 
geschah direkt vor Anschluss des Patienten an die Herz-Lungen-Maschine. Aus ope-
rationstechnischen Gründen wurde bei dem jeweiligen Eingriff hierfür ohnehin die 
Spitze des rechtsatrialen Herzohrs reseziert, um hierüber die venöse Kanüle der Herz-
Lungen-Maschine einzuführen, so dass den Patienten durch die Probenentnahme kein 
Schaden zugefügt wurde. 
Unmittelbar nach der Entnahme wurde das gewonnene Gewebe für den Transport in 
St. Thomas Hospital Kardioplegie-Lösung überführt und auf Eis gekühlt. 
Alle Probenentnahmen geschahen mit der Genehmigung der Ethikkommission der 
Universitätsmedizin Göttingen (Ethikantrag 21/10/00) und dem schriftlichen Einver-
ständnis des jeweiligen Patienten. 
 
  
Abbildung 2.1: Fotografie eines rechten Herzohrs nach Entnahme. 
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2.1.2 Patientenkollektiv 
 
Es wurden Myokardproben von Patienten mit direkt präoperativ elektrokardiographisch 
dokumentiertem Vorhofflimmern im Vergleich mit Proben von Patienten mit Sinusrhyth-
mus untersucht. Alle Arbeitsschritte erfolgten pseudonymisiert. Die wesentlichen klini-
schen Charakteristika der Patienten einschließlich ihrer Medikation sowie die Art der 
durchgeführten Operation wurden dokumentiert und die beiden Gruppen so gut wie 
möglich „gematcht“. Die entsprechende statistische Auswertung der Patientendaten 
findet sich im Ergebnis-Teil der vorliegenden Arbeit in Kap. 3.1. 
 
 
 
2.2 Pharmakologische Interventionen 
 
2.2.1 CaMKII-Inhibitor KN-93 und das inaktive Analogon KN-92 
 
In der vorliegenden Dissertation kam der CaMKII-Inhibitor KN-93 (Merck Calbiochemâ) 
zum Einsatz. Als etablierte Kontrollsubstanz für KN-93 wurde sein inaktives Analogon 
KN-92 (Merck Calbiochemâ) verwendet. Die Strukturformeln beider Substanzen sind 
in Abb. 1.4 dargestellt. 
In den Experimenten wurden beide Substanzen in Konzentrationen von 1 µM verwen-
det. 
 
 
2.2.2 Koffein 
 
Koffein führt zu einer reversiblen kompletten Öffnung der RyR2, was zur Freisetzung 
des gesamten Ca2+-Gehalts aus dem SR in das Cytosol führt. Das Ausmaß dieser 
Ca2+-Freisetzung kann mittels eines im Cytosol befindlichen Ca2+-Farbstoffs gemes-
sen werden und somit über die Amplitude des Ca2+-Signals der SR Ca2+-Gehalt abge-
schätzt werden. 
Die Strukturformel von Koffein findet sich in Abb. 2.2. 
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Abbildung 2.2: Strukturformel von Koffein (121). 
 
 
2.2.3 Tetracain 
 
Um zu prüfen, ob die vermutete erhöhte distolische Ca2+-Konzentration tatsächlich auf 
einer erhöhten Frequenz von Ca2+-Sparks beruht und damit auf einer erhöhten Öff-
nungswahrscheinlichkeit des RyR2, wurde Tetracain verwendet. Hierbei handelt es 
sich um einen bekannten Inhibitor des RyR2, der reversibel für den kompletten Ver-
schluss des Rezeptors sorgt und so einen Ca2+-Austritt aus dem SR ins Cytosol über 
die RyR2 verhindert (122). 
In Abb. 2.3 ist die Strukturformel von Tetracain dargestellt.  
 
 
 
Abbildung 2.3: Strukturformel von Tetracain (123). 
 
 
 
2.3 Isolation von Kardiomyozyten aus humanem Vorhofgewebe 
 
Zur Isolation der Kardiomyozyten wurde im Rahmen dieser Arbeit die Methode der 
„Chunk Isolation“, also des enzymatischen Verdaus von Gewebestücken, verwendet. 
Die Gewebeproben wurden aus der Transportlösung entnommen und zunächst mehr-
fach mit Ca2+-freier Lösung gespült, um das enthaltene Ca2+ aus dem Gewebe zu spü-
len und möglicherweise noch vorhandene Blutreste zu entfernen, um auf diese Weise 
eine Kontamination der späteren Zellsuspension mit Erythrozyten zu vermeiden. 
Nun wurde die jeweilige Gewebeprobe in eine mit Ca2+-freier Lösung gefüllte 
2. Material und Methoden 
 24 
Präparationsschale verbracht. Daraufhin wurden unter einem binokularen Mikroskop 
mithilfe von Splitterpinzette und feiner Präparationsschere Epikard, Bindegewebe und 
Fett vorsichtig von der Probe entfernt, so dass nur Vorhofmyokard erhalten blieb. Die-
ses wurde anschließend in ca. 1 mm große Stücke geschnitten. Hierbei wurde strikt 
darauf geachtet, dass das Myokard nicht gedehnt wurde. 
Im Rahmen der Präparation wurden ebenfalls Gewebeproben für spätere Western 
Blot-Analysen entnommen (s. Kap. 2.7), in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei 
-80°C gelagert. 
Nun wurden die Gewebestücke in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt und in diesem 
zweimal mit jeweils 10 ml Ca2+-freier Lösung erneut gewaschen. Dabei wurde das Pel-
let jeweils absinken gelassen und der Überstand verworfen. 
Im nun folgenden Zellisolationsvorgang wurden die Gewebestücke in einer Isolations-
flasche gefüllt mit einer Enzymlösung bei 36°C inkubiert (Abb. 2.4). Diese Lösung be-
stand aus Ca2+-freier Lösung versetzt mit 2 mg/ml Collagenase (Worthington Typ 2, 
290 U/mg) und 50 µg/ml Proteinase (Sigma Typ XXIV, 9 U/mg). Das Gemisch wurde 
bei permanenter Sauerstoffzufuhr (Begasung durch kontinuierlichen Blasenstrom über 
eine in das Bad getauchte Kanüle) durch Rotation in Bewegung gehalten. Nach 45 min 
wurde der Überstand der Lösung verworfen und das verbleibende Gewebe wurde in 
einem zweiten Verdauschritt in frischer Ca2+-freier Lösung mit 1,8 mg/ml Collagenase 
und 50 µg/ml Proteinase weiter verdaut. Nach 20 bis 30 min wurde der Überstand 
jeweils abgenommen und durch frische Enzymlösung ersetzt. Der Überstand wurde 
jeweils für 3 min zentrifugiert, um die herausgelösten Zellen abzutrennen. Das abzent-
rifugierte Zell-Pellet wurde anschließend in KB-Medium gelöst und bei Raumtempera-
tur (23°C, pH 7,4) für eine Stunde inkubiert. Diese Prozedur wurde vier- bis sechsmal 
wiederholt, bis ausreichend Kardiomyozyten für die folgenden Versuche gewonnen 
werden konnten. 
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Abbildung 2.4: Fotografie des Aufbaus für die Zellisolation. 
 
Nach Abschluss des Isolationsvorgangs wurde die Zellsuspension für die folgenden 
Versuche in spezielle mit Collagen beschichtete Messkammern gegeben und für ca. 1 
Stunde ruhen gelassen. Außerdem wurde je nach folgendem Experiment eine Farb-
stofflösung (Fluo-3 AM oder Fura-2 AM) und gegebenenfalls der CaMKII-Inhibitor KN-
93 bzw. sein inaktives Analogon KN-92 hinzugegeben. Hieraufhin wurden die Zellen 
erneut bei Raumtemperatur für 20 – 30 min lichtgeschützt inkubiert, um eine ausrei-
chende Anhaftung der Zellen an der Messkammer und eine ausreichende Beladung 
mit Farbstoff sowie KN-93 bzw. KN-92 zu erzielen. 
Um eine hohe Qualität der folgenden Messungen zu gewährleisten, wurden aus-
schließlich gestreckte, rechteckige Zellen mit klar erkennbarer Querstreifung und we-
nigen Granulationen ausgewählt (Abb. 2.5). 
 
 
Abbildung 2.5: Fotografie eines frisch isolierten rechtsatrialen Kardiomyozyten. 
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2.4 Messung der diastolischen Ca2+-Konzentration und des SR 
Ca2+-Gehalts 
 
Die Untersuchungen der diastolischen Ca2+-Konzentration und des SR Ca2+-Gehalts 
wurden mit einem invertierten Epifluoreszenzmikroskop durchgeführt. Zur Durchfüh-
rung der Messungen wurde ein Epifluoreszenz-Setup der Firma Ion Optix (Milton / 
USA) an einem invertierten Mikroskop (Nikon Eclipse TE200-U, Nikon, Tokio / Japan) 
verwendet. Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden bei den epifluoreszenzmikroskopischen 
Messungen Fura-2 AM und Fluo-3 AM eingesetzt. 
Zum besseren Verständnis der Experimente soll hier zunächst auf das Prinzip der Flu-
oreszenz eingegangen werden, bevor Epifluoreszenzmikroskopie und Farbstoffe nä-
her erläutert werden. 
 
 
2.4.1 Zum Prinzip der Fluoreszenz 
 
Fluoreszenz beschreibt das Verhalten von Molekülen mit bestimmten Eigenschaften, 
wie z.B. die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, wenn diese mit Licht 
einer definierten Wellenlänge angeregt werden (Exzitationslicht). Diese Absorption 
von kurzwelligem (energiereicherem) Licht führt zur anschließenden Emission von län-
gerwelligem (energieärmerem) Licht (Emissionslicht) (siehe Abb. 2.6). 
Eine hierfür bedeutende strukturelle Eigenschaft vieler Fluoreszenzfarbstoffe ist, dass 
sie mehrere aromatische Ringstrukturen mit delokalisierten Elektronen beinhalten, so 
dass sie leicht mit ihrer Umgebung in Wechselwirkung treten können. Werden die Pho-
tonen des Anregungslichts absorbiert, gelangen die Elektronen der fluoreszierenden 
Moleküle auf ein höheres Energieniveau. Da dieses höhere Niveau jedoch instabil ist 
und Moleküle stets einen stabileren niederenergetischen Zustand anstreben, fallen die 
Elektronen entsprechend schnell auf ihr ursprüngliches Energieniveau zurück. Die 
mittlere Verweildauer im höherenergetischen Zustand wird auch „Fluoreszenz-Lebens-
zeit“ genannt und liegt bei den meisten fluoreszierenden Molekülen im Bereich von 
einigen Nanosekunden (ca. 10 ns). Beim Zurückfallen auf das ursprüngliche Energi-
eniveau kommt es zur Emission von Energie ΔE (Formel 2.2) in Form von Licht, wel-
ches jedoch energieärmer und somit von größerer Wellenlänge ist als das 
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Exzitationslicht, da ein Teil der ursprünglichen Energie zuvor als thermische und Vib-
rationsenergie abgegeben wurde. Diese Differenz zwischen Exzitations- (λex) und 
Emissionswellenlänge (λem) von 20-50 nm wird als Stokes-Shift bezeichnet (Formel 
2.1; (124)). 
 
Stokes-Shift:   𝝀𝒔 = [𝝀𝒆𝒙 − 𝝀𝒆𝒎]      Formel 2.1  
 
Energiedifferenz:  𝜟𝑬 = 𝒉 ⋅ 𝒄 ⋅ 5 𝟏𝝀𝒆𝒙 − 𝟏𝝀𝒆𝒎7       Formel 2.2  
 λs	 Wellenlängenverschiebung nach 
Stokes 
c	 Planck'sches Wirkungsquantum 
6,63·10-34Js λex	 Exzitationswellenlänge h	 Lichtgeschwindigkeit λem	 Emissionswellenlänge 	  ΔE	 Energiedifferenz 	  
 
 
    
Abbildung 2.6: Schema des Wirkungsprinzips von Fluoreszenzfarbstoffen am Beispiel von    
Fluo-3. 
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2.4.2 Die Epifluoreszenzmikroskopie 
 
Die Epifluoreszenzmikroskopie ist eine Sonderform der Mikroskopie, bei der Fluores-
zenzfarbstoffe genutzt werden. Der Grundaufbau eines Epifluoreszenzmikroskops ent-
spricht einem Lichtmikroskop, jedoch dient als Lichtquelle eine Lampe mit sehr hoher 
Leuchtstärke, im Falle der hier durchgeführten Experimente eine Xenon-Lampe (Xe-
non short arc lamp Typ UXL-75XE von Ushio Inc., Tokio / Japan). Mittels eines Anre-
gungsfilters wird nur derjenige Anteil des erzeugten Lichts hindurchgelassen, der die 
den Farbstoff anregenden Wellenlängen enthält. Das gefilterte, kurzwellige Licht wird 
von einem dichroitischen Spiegel im Inneren des Mikroskops auf das Untersuchungs-
objekt reflektiert. Dichroitische Spiegel besitzen eine sogenannte kritische Wellen-
länge, was bedeutet, dass Licht mit kleineren Wellenlängen, z.B. das Anregungslicht, 
reflektiert wird, während Licht mit größeren Wellenlängen, z.B. die emittierte Fluores-
zenz, durchgelassen wird. Die kritische Wellenlänge des Spiegels wird also entspre-
chend zwischen der Wellenlänge der Absorptions- und Emissionsmaxima des verwen-
deten Farbstoffs gewählt, so dass das Anregungslicht durch das Objektiv zum Präpa-
rat gelenkt wird, während das Fluoreszenzlicht den Spiegel passieren kann und zu 
einem das Fluoreszenzsignal verstärkenden Photomultiplier geleitet wird. Hier wird 
das Signal verstärkt und in Spannung umgewandelt sowie vom Fluoreszenz-System-
Interface in digitale Daten konvertiert und im Programm Ion Wizard dargestellt und 
aufgezeichnet. Ein vereinfachtes Schema des Setups ist in Abb. 2.7 dargestellt. 
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Abbildung 2.7: Vereinfachtes Schema des Epifluoreszenz-Setups von Ion Optix. Das Licht der 
Xenonlampe (A) passiert einen Anregungsfilter (B), der das Licht mit für die Anregung des Fluoreszenz-
farbstoffs benötigten Wellenlänge passieren lässt (blaue Linie). Über einen dichroitischen Spiegel mit 
der entsprechenden kritischen Wellenlänge (C) wird das kurzwellige Anregungslicht auf das Präparat 
(J) gelenkt, während das vom Präparat emittierte längerwellige Fluoreszenzlicht (grün) sowie das 
Durchlicht (D, rot) durchgelassen werden. Über einen weiteren dichroitischen Spiegel (F) sowie mehrere 
einfache Spiegel (E, I) werden das Fluoreszenzlicht einem Photomultiplier (H) und das Durchlicht der 
Myozytenkamera (G), welche Fotos der untersuchten Zellen ermöglicht, zugeleitet. Modifizierte Abbil-
dung nach der Ion Optix-Homepage (125). 
 
 
2.4.3 Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM 
 
Bei Fura-2 AM handelt es sich wie bei den meisten Fluoreszenzfarbstoffen um einen 
Chelatbildner. Chelatoren bilden mit freien Ionen Chelatkomplexe, im Falle von Fura-
2 werden Komplexe mit Ca2+-Ionen gebildet. Die Chelatkomplexe liefern Fluoreszenz-
signale, die sich deutlich vom Fluoreszenzsignal des freien Farbstoffs unterscheiden 
und vor allem deutlich über der Eigenfluoreszenz von Zellen liegen. Dies rührt daher, 
dass durch die Komplexbildung mit Ca2+ die Eigenschaften von Fura-2 qualitativ und 
quantitativ verändert werden; hierzu zählen Anregungswellenlänge, Emissionswellen-
länge und Emissionsintensität. 
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Fura-2 wurde von Tsien und Mitarbeitern als ein Derivat von BAPTA (1,2-Bis(2-amino-
phenoxy)ethane-N,N,N‘,N‘-tetraacetic acid) entwickelt ((126), Abb. 2.8 A). Die Disso-
ziationskonstante von Fura-2 (Kd) in Kardiomyozyten liegt bei 312 nmol/L (127). 
 
 
Abbildung 2.8: Strukturformeln von Fura-2 und Analoga (A) und Fluoreszenzspektrum von Fura-
2 in Lösung (B). Auf der X-Achse des Diagramms (B) ist die Wellenlänge in nm aufgetragen. Die Zahlen 
an den Kurven geben die jeweilige freie Ca2+-Konzentration in µM an. Es ist das Immissionsspektrum 
von Fura-2 dargestellt, die Y-Achse zeigt die Intensität der Immission, die Emission erfolgt bei 510 nm. 
Modifiziert nach der Online-Version des „The Handbook — A Guide to Fluorescent Probes and Labelling 
Technologies” 10. Auflage von Molecular Probes (128). 
 
Fura-2 und viele andere Fluoreszenzfarbstoffe sind in ihrer freien Form aufgrund ihrer 
polaren Eigenschaften membranimpermeabel. Um eine Beladung von Zellen mit Farb-
stoffen zu ermöglichen, werden diese verestert, im Falle von Fura-2 als Azetoxyme-
thylester (AM) (siehe Abb. 2.8). Diese Ester können dank ihrer lipophilen Eigenschaf-
ten per Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten durch die Zellmembran in die 
Zelle gelangen, wo die Freisetzung des Farbstoffs durch cytosolische Esterasen unter 
Abspaltung des Azetoxymethylrestes erfolgt. Nun kann der freigesetzte Farbstoff freie 
Ca2+-Ionen binden, ist aber nicht in der Lage, die Zelle zu verlassen oder durch Lipid-
doppelschichten aus dem Cytosol weiter in andere Zellkompartimente (wie z.B. das 
SR) zu permeieren. 
Bei Fura-2 handelt es sich um einen ratiometrischen Farbstoff. Dies bedeutet, dass mit 
diesem Farbstoff eine quantitative Messung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 
möglich ist. Bei ratiometrischen Farbstoffen kommt es durch Ionenbindung zu einer 
Verschiebung der Absorptions- oder Emissionsmaxima im kurzwelligen Bereich, dies 
wird als „Spektralshift“ bezeichnet. Bei Fura-2 verschiebt sich das Absorptionsmaxi-
mum mit zunehmender Ca2+-Konzentration bei unverändertem Emissionsmaximum 
A B 
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bei 510 nm (Abb. 2.8 B). Im Schnittpunkt der Kurvenscharen ist die Fluoreszenz un-
abhängig von der Ca2+-Konzentration (isobestischer Punkt). 
Diese Eigenschaften machen quantitative Aussagen über die Ca2+-Konzentration 
möglich, da die unterschiedlichen Absorptionsmaxima in einem festen Verhältnis (= 
Ratio) stehen. In der folgenden Formel wurde der Zusammenhang zwischen den er-
mittelten Ratiowerten und der Ca2+-Konzentration von Grynkiewicz erstmals beschrie-
ben (129): 
 
[𝑪𝒂𝟐?]𝒊 = 𝑲𝒅 ⋅ ((𝑹E𝑹𝒎𝒊𝒏)(𝑹𝒎𝒂𝒙E𝑹)) ⋅ (𝑺𝒇𝟐𝑺𝒃𝟐)        Formel 2.3  
 R berechneter Ratiowert der aufgenommenen Fluoreszenzintensität (z.B. bei λEx = 340/380 nm) Rmin Ratiowert der Fluoreszenzintensität im „Ca2+-freien“ Eichpräparat ([Ca2+] = 10-9 M) Rmax Ratiowert der Fluoreszenzintensität im „Ca2+-gesättigten“ Eichpräparat ([Ca2+] ≥ 10-4 M) Kd Dissoziationskonstante der Reaktion zwischen Ca2+ und ratiometrischem Farbstoff Sf2 Fluoreszenzintensität bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlänge (380 nm) im „Ca2+-
freien“ Eichpräparat Sb2 Fluoreszenzintensität bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlänge (380 nm) im „Ca2+-
gesättigten“ Eichpräparat 
 
Bei dem Quotienten UVWUXW handelt es sich um einen Korrekturfaktor zur Berücksichtigung 
der Einflüsse von Geräteparametern und Versuchsbedingungen auf den Fluoreszenz-
farbstoff (130). Auch Rmin und Rmax werden für die jeweilige Versuchsanlage experi-
mentell bestimmt (131). So sind die Messwerte auch relativ unabhängig von der Kon-
zentration des Farbstoffs, dem Farbstoffverlust, dem Ausbleichen des Farbstoffs sowie 
der Objektdicke und von eventuellen Schwankungen in der Intensität der Anregungs-
wellenlänge. 
Da Fura-2 bereits in geringen Konzentrationen (10-50 µmol/L) Fluoreszenzsignale lie-
fert, sind Messungen der Ca2+-Konzentration im nanomolaren Bereich möglich. Die 
obere Grenze für messbare Konzentrationsunterschiede liegt bei ca. 10-4 mol/L. Be-
dingt durch die Kinetik von Fura-2 beträgt die maximale zeitliche Auflösung einer Mes-
sung ca. 5 ms (132). 
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2.4.4 Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM 
 
Wie auch bei Fura-2 handelt es sich bei Fluo-3 um einen Ca2+-Ionen bindenden 
Chelatbildner.  Wie in Kap. 2.4.3 bereits für Fura-2 beschrieben, muss auch Fluo-3 
verestert sein, um Zellen permiieren zu können (siehe Abb. 2.9). In dieser Arbeit wurde 
auch hier die Form des Azetoxymethylesters genutzt (Fluo-3 AM, Invitrogen, Carlsbad 
/ USA). 
Fluo-3 wurde von Minta und Mitarbeitern vor allem für den Einsatz bei der Laserscan-
ning-Konfokalmikroskopie entwickelt (133). Das Absorptionsmaximum liegt bei 488 
nm, das Emissionsmaximum bei ca. 525 nm. Dies bedeutet, dass Fluo-3 optimal durch 
einen Argon-Laser zur Fluoreszenz angeregt werden kann. Ohne Ca2+-Bindung besitzt 
Fluo-3 keine messbare Fluoreszenz. Die Dissoziationskonstante (Kd) liegt bei 390 
nmol/L. Strukturformel und Emissionsspektrum sind in Abb. 2.9 dargestellt. 
Im Gegensatz zu Fura-2 handelt es sich bei Fluo-3 um einen nicht-ratiometrischen 
Farbstoff; das heißt, er ist nicht zur Messung absoluter Ca2+-Konzentrationen geeignet. 
Vorteilhaft ist hier das günstigere Verhältnis zwischen Signal und Hintergrundrau-
schen, so dass Fluo-3 auch im Rahmen von Messungen mit sehr niedrigen Ca2+-Tran-
sientenamplituden, wie z.B. bei Ca2+-Sparks, eingesetzt werden kann. Insgesamt sind 
jedoch zunächst nur qualitative Aussagen über den Ca2+-Gehalt möglich. 
 
   
Abbildung 2.9: Strukturformeln von Fluo-3 und Analoga (A) und Emissionsspektrum (B) von 
Fluo-3 in Lösung. Auf der X-Achse des Diagramms (B) ist die Emissionswellenlänge in nm aufgetragen 
und die Y-Achse zeigt die Intensität der Emission, die Anregung erfolgt bei 488 nm. Die Zahlen im Dia-
gramm geben die freie Ca2+-Konzentration in µM an. Modifiziert nach der Online-Version des „The Hand-
book — A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies” 10. Auflage von Molecular Probes 
(128). 
A B 
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Um trotzdem aus den gemessenen Ca2+-Transientenamplituden die Ca2+-Konzentra-
tion berechnen zu können, ist es notwendig, die Ca2+-Konzentration in der Zelle bereits 
zu kennen. Im Rahmen dieser Dissertation wurden dazu die mit Fura-2 gemessenen 
ratiometrischen Werte zugrunde gelegt, die sich jeweils auf dieselben Zellen beziehen. 
In den Messungen mit Fluo-3 wurde die F/F0 ermittelt, die das relative Verhältnis von 
Peakfluoreszenz zu Hintergrundfluoreszenz darstellt. Wird nun auch die Dissoziations-
konstante Kd des Farbstoffs Fluo-3 mit einbezogen, ergibt sich analog zur Formel nach 
Grynkiewicz folgende Formel: 
 
[𝑪𝒂𝟐?]𝑺𝑹 = 𝑲𝒅 ⋅ 𝑭𝑭𝟎( 𝑲𝒅[𝑪𝒂𝟐[]𝒄𝒚𝒕?𝟏E 𝑭𝑭𝟎)         Formel 2.4  
 
 
2.4.5 Versuchsprotokoll zur Bestimmung der diastolischen Ca2+-Konzen-
tration 
 
200-500 µL Zellsuspension frisch isolierter rechtsatrialer Kardiomyozyten wurden auf 
eine mit Collagen beschichtete Versuchskammer aufgebracht, wobei die Menge der 
Zellsuspension abhängig war von der Zelldichte darin. Hierzu wurde die jeweilige Ver-
suchskammer mit 5 µL Collagen-Lösung bestrichen und anschließend die Zellsuspen-
sion auf die noch flüssige Collagen-Schicht gegeben. Nach Adhärenz der Zellen an 
das Collagen nach ca. einer Stunde wurde der Überstand mit einer Pipette abgenom-
men und die Zellen mit Farbstofflösung mit 10 µmol/L Fura-2 AM lichtgeschützt inku-
biert (20 min bei RT). Zur pharmakologischen Intervention war die Farbstofflösung mit 
dem CaMKII-Inhibitor KN-93 oder dem inaktiven Analogon KN-92 versetzt (jeweils 1 
µmol/L; vgl. Kap. 2.2.1). Nach Ende der Inkubationszeit und Montage der Versuchs-
kammer auf den Objekttisch des Epifluoreszenzmikroskops wurde die Kammer für 5 
min mit Messlösung gespült, um überschüssigen, extrazellulären Farbstoff und Zell-
detritus zu entfernen. Auch während der Experimente wurde die Kammer kontinuier-
lich bei RT mit Messlösung perfundiert, welche entsprechend mit 1 µmol/L KN-93 bzw. 
KN-92 versetzt war. Die Myozyten wurden mit einer Frequenz von 1 Hz bei einer Span-
nung von 20 V elektrisch feldstimuliert. Nach Beginn der Superfusion wurde 5 min 
abgewartet, bevor Messungen in der Kammer begonnen wurden, um ein komplettes 
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Auswaschen des Farbstoffs, dessen vollständige De-Esterifizierung in den Zellen und 
die Äquilibrierung der Zellen unter der jetzt erstmalig erfolgenden elektrischen Stimu-
lation zu erlauben. Nun wurde ein einzelner Kardiomyozyt im Sichtfeld eingestellt, die 
Umgebung der Zelle ausgeblendet und entsprechend oben beschriebenem Vorgehen 
zur ratiometrischen Fluoreszenzmessung mit Fura-2 bei pausierter Stimulation das di-
astolische Ca2+-Fluoreszenzsignal gemessen (Ratio der Fluoreszenzemission bei al-
ternierender Exzitation mit 340 und 380 nm Anregungswellenlänge). Anschließend 
wurde die Hintergrundfluoreszenz im Bereich der Zelle aufgezeichnet (welche für die 
folgende Auswertung subtrahiert werden musste), die elektrische Stimulation erneut 
aufgenommen und eine weitere Zelle eingestellt. 
 
 
2.4.6 Versuchsprotokoll zur Messung des SR Ca2+-Gehalts 
 
Zur Messung des SR Ca2+-Gehalts wurden die Kardiomyozyten wie in Kap. 2.4.5 be-
schrieben vorbereitet, jedoch mit einer Farbstofflösung mit 10 µmol/L Fluo-3 AM bela-
den (30 min bei RT). Diese war, wie auch die Messlösung, ebenfalls mit KN-93 bzw. 
KN-92 versetzt. Nach Erreichen konstanter Versuchsbedingungen nach 5-minütiger 
Superfusion mit Messlösung und Stimulation mit 1 Hz wurde im weiteren Versuchsver-
lauf die Stimulation für 1 s gestoppt und eine 10 mmol/L Koffein-Lösung direkt auf die 
Zelle appliziert. 
Wie in Kap. 2.2.2 bereits beschrieben, führt Koffein zur reversiblen vollständigen Öff-
nung der RyR2 und sorgt so für eine vollständige Ca2+-Freisetzung aus dem SR. Damit 
repräsentiert die Amplitude des Koffein-induzierten Ca2+-Transienten den SR Ca2+-
Gehalt (siehe Kap. 2.4.8). 
Die Rationale für die Verwendung von Fluo-3 für diese Messungen war das geringere 
Signalrauschen bei diesem Farbstoff im Vergleich zu Fura-2, so dass hiermit Anstieg 
und Abfall des Koffein-induzierten Fluoreszenzsignals besser verfolgt werden können. 
Die Wellenlänge des Exzitationslichts betrug 480±15 nm, die emittierte Fluoreszenz 
wurde bei einer Wellenlänge von 535±20 nm gemessen. 
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2.4.7 Versuchsprotokoll zur Bestimmung der diastolischen Ca2+-Konzen-
tration unter Einfluss von Tetracain 
 
Für diese Messungen wurden die Herzmuskelzellen wie in Kap. 2.4.5 genannt vorbe-
reitet und wie gehabt mit einer Farbstofflösung mit 10 µmol/L Fura-2 AM inkubiert (20 
min bei RT), jedoch ohne Zusatz von KN-93 oder KN-92. In diesen Versuchen war die 
Superfusionslösung entweder Messlösung versetzt mit 1 mmol/L Tetracain oder Mess-
lösung ohne Zusatz als Kontrolle. In der genannten Konzentration führt Tetracain zum 
kompletten Verschluss der RyR2, so dass im Vergleich von Tetracaingruppe und Kon-
trollgruppe der Einfluss des diastolischen SR Ca2+-Lecks durch die RyR2 auf die dias-
tolische cytosolische Ca2+-Konzentration untersucht werden konnte. Nach Erreichen 
konstanter Messbedingungen wurden analog zu den in Kap. 2.4.5 beschriebenen 
Messungen die Fluoreszenzsignale registriert. 
 
 
2.4.8 Auswertung der Epifluoreszenzmessungen 
 
Die mittels Epifluoreszenzmikroskopie generierten Daten wurden mithilfe der Software 
IonWizard Analyze 5.0 (ION OPTIX) graphisch dargestellt und analysiert. Sowohl für 
Messungen mit Fura-2, als auch für solche mit Fluo-3 wurden die mitgemessenen un-
spezifischen Hintergrundsignale (insbesondere Streulicht und Autofluoreszenz) der je-
weiligen Zelle zunächst vom Fluoreszenzsignal subtrahiert. 
Zur Berechnung der diastolischen Ca2+-Konzentration erfolgte durch die Software die 
Berechnung der Ratio der Fluoreszenz nach alternierender Anregung bei 340 und 380 
nm. Die Messungen zeigten stabile diastolische Signale in den unstimulierten Zellen; 
um den Einfluss des Mess-Rauschens zu minimieren, wurde der Mittelwert des Signals 
über einige Sekunden Dauer ermittelt. Wie in Kap. 2.4.3 in Formel 2.3 ausgeführt, 
wurde hieraus mittels der Grynkiewicz-Gleichung die jeweilige diastolische Ca2+-Kon-
zentration berechnet. 
Zur Berechnung des SR Ca2+-Gehalts wurde mittels IonWizard zunächst die Amplitude 
der Koffein-induzierten Ca2+-Transienten als F/F0 ausgewertet. Anschließend wurde 
wie in Kap. 2.4.4 ausgeführt (Formel 2.4) hieraus die Ca2+-Konzentration berechnet. 
Hierfür wurden die aus den Messungen mit Fura-2 bestimmten mittleren diastolischen 
cytosolischen Ca2+-Konzentrationen von 163,5 nmol/L (Sinusrhythmus) und 229,4 
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nmol/L (Vorhofflimmern) zugrunde gelegt, wie in Kap. 3.5.1 dargelegt. 
Zur Berechnung des absoluten SR Ca2+-Gehalts wurde analog zu den Berechnungen 
der Ca2+-Sparks vorgegangen (siehe Kap. 2.5.4). 
 
   
Abbildung 2.10: Beispiel eines Ca2+-Transienten zur Veranschaulichung der Amplitudenberech-
nung. 
 
 
 
2.5 Messung von Ca2+-Sparks mittels konfokaler Laserfluores-
zenzmikroskopie 
 
Eine Standard-Methode zur Untersuchung des diastolischen SR Ca2+-Lecks ist die 
Messung von sogenannten Ca2+-Sparks. Wie bereits in Kap. 1.5 näher erläutert sind 
Ca2+-Sparks elementare lokalisierte Ca2+-Freisetzungsereignisse aus dem SR in das 
Cytosol, welche durch das Öffnen ganzer Cluster von RyR2 entstehen (84). Die Mes-
sung dieser subzellulären Ca2+-Signale wird durch die konfokale Laserscanning-Fluo-
reszenzmikroskopie ermöglicht. Wie unten ausgeführt, ermöglicht die Konfokalmikro-
skopie dabei die Bildgebung in einer Schnittebene durch die Zelle und durch das La-
serscanning-Verfahren (punktuelle Fluoreszenzanregung mit dem Laser) wird es mög-
lich, in dieser Ebene die zur Spark-Registrierung benötigten scharf räumlich definierten 
Bilder zu erzeugen. 
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2.5.1 Die konfokale Laserfluoreszenzmikroskopie 
 
Die konfokale Mikroskopie ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie. Hier wird das 
Licht, welches nicht aus der Brennebene des Objekts kommt, durch einen komplizier-
ten Aufbau von Linsen und Lochblenden ausgeblendet, so dass letztlich nur eine hori-
zontale Schnittebene durch das Präparat abgebildet wird. Ein vereinfachtes Schema 
hierzu ist in Abb. 2.11 dargestellt.  
Ein vollständiges konfokalmikroskopisches Laserscanning-Setup setzt sich zusam-
men aus Lichtquelle (Laser), Mikroskop, Scan-Modul, Photomultiplier, Steuerungsmo-
dul und Rechner mit der entsprechenden Software. 
Laserlicht eignet sich für diese Anwendung besonders gut, weil ein Laserstrahl mono-
chromatisches Licht mit hoher Intensität auf einen kleinen Punkt fokussieren kann. So 
ist eine punktgenaue Anregung des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes möglich. In 
der vorliegenden Arbeit wurde ein Argon-Laser (Licht mit 488 nm Wellenlänge) ver-
wendet. 
Durch den Laserscan wird im Unterschied zur konventionellen Mikroskopie zunächst 
nur ein Bildpunkt erzeugt. Ein Bild entsteht erst, indem das Objekt Punkt für Punkt 
gerastert wird. Diese Punkte werden digitalisiert und am Computer zu einem Gesamt-
bild zusammengesetzt. Bei modernen Laserscanning-Konfokalmikroskopen wird ein 
Laserstrahl mit Hilfe von computergesteuerten verstellbaren Spiegeln Punkt für Punkt 
in der X- und Y-Achse über das Objekt geführt. Das emittierte Fluoreszenzlicht wird 
zum Detektor (Photomultiplier) geleitet. 
Der Photomultiplier nimmt die Fluoreszenzsignale auf, wandelt sie in elektrische Span-
nung um, verstärkt das Signal und leitet es weiter. Das Steuermodul fungiert als Mittler 
zwischen Fluoreszenz-Setup und Computer und enthält den AD-Wandler. Dieser wan-
delt analoge Signale, z.B. elektrische Spannung, in digitale Signale um. Das gesamte 
Setup wird mittels Computer gesteuert. 
In der vorliegenden Arbeit wurden vorwiegend Line-Scans der untersuchten Zellen 
durchgeführt; das heißt, der Laserstrahl wird in einer definierten Zeit mehrfach über 
eine definierte Linie geführt und das emittierte Fluoreszenzlicht wird über die Zeit ge-
messen. 
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Abbildung 2.11: Prinzip der konfokalen Laserfluoreszenzmikroskopie. Die Kondensorlinse wird 
durch eine Linse (A) ersetzt, die der Objektivlinse identisch ist. Die Ausleuchtung des Objekts wird durch 
eine Lochblende (B) beschränkt, die auf dem Objekt (C) scharf abgebildet wird. Eine zweite Lochblende 
(D) beschränkt das Sichtfeld auf einen Punkt. Durch den symmetrischen Aufbau dieses Systems sind 
beide Blenden und ein Punkt des Objekts in der Brennebene der Linsen konfokal. Der Durchmesser der 
Blenden wird so klein gewählt, dass Licht aus Bereichen des Objekts, die nicht in der Brennebene lie-
gen, nicht in die Apertur der Blende (D) fallen und damit ausgeblendet werden (hier: rote und blaue 
Strahlen). In den Photomultiplier (PMT) gelangt deshalb nur Licht aus der Brennebene des Objekts 
(grüne Strahlen). Modifiziert nach Minsky 1988 (134). 
 
 
2.5.2 Versuchsprotokoll zur Messung von Ca2+-Sparks 
 
Alle Experimente wurden mit einem konfokalen Laserscanningmikroskop (LSM 5 
PASCAL, Carl Zeiss AG, Oberkochen), ausgestattet mit einem 40x Ölimmersionsob-
jektiv, unter Verwendung des Farbstoffs Fluo-3 AM (vgl. Kap. 2.4.4) durchgeführt. Wie 
auch bei der Epifluoreszenzmikroskopie wurden die frisch isolierten Myokardzellen auf 
Collagen plattiert und mit 10 µmol/L Fluo-3 AM sowie KN-93 oder KN-92 lichtgeschützt 
inkubiert (30 min bei RT; vgl. Kap. 2.4.5). Die Messlösung wurde mit 1 µmol/L KN-93 
zur CaMKII-Inhibition bzw. mit 1 µmol/L KN-92 als Kontrolle versetzt. Vor Beginn der 
Messungen wurde der überschüssige und extrazellulär verbliebene Farbstoff sowie 
Zelldetritus über eine Zeit von 5 min mit Messlösung ausgewaschen und auch während 
A 
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der Messungen wurden die Zellen kontinuierlich mit Messlösung superfundiert. 
Der Argon-Laser regte Fluo-3 mit einer Wellenlänge von 488 nm an, die emittierte Flu-
oreszenz wurde durch einen Emissionsfilter (505 nm) zum Photomultiplier geleitet. Im 
„Line-Scan“-Modus wurden die generierten Fluoreszenzbilder mit folgenden Einstel-
lungen registriert: 512 Pixel (d.h. Bildpunkte) pro Linie, Scanbreite 38,4 µm, Pixelzeit 
0,64 µs, Pixelgröße 0,75 µm x 0,75 µm, Intensitätsauflösung 12 bit, unidirektionaler 
Scan mit 1302 Zeilen pro Sekunde. 
 
 
2.5.3 Versuchsprotokoll zur Messung von Ca2+-Sparks unter Tetracain 
 
Wie bei den vorgenannten Messungen wurden die frisch isolierten Kardiomyozyten auf 
Collagen plattiert und mit 10 µmol/L Fluo-3 AM lichtgeschützt inkubiert (30 min bei RT). 
Die Messlösung wurde mit 1 mmol/L Tetracain versetzt, als Kontrolle diente Messlö-
sung ohne Tetracain-Zusatz. 
Die Messungen wurden wie in Kap. 2.5.2 beschrieben durchgeführt und die Fluores-
zenzbilder mit den dort genannten Einstellungen registriert. 
 
 
2.5.4 Datengenerierung und -auswertung 
 
Über das zum Konfokal-Setup gehörige Computerprogramm AIM (Carl Zeiss AG, 
Oberkochen) wurden die gemessenen Daten gespeichert. Jeder einzelne Ca2+-Spark 
wurde in einem 30 Pixel breiten Fenster ausgewertet. Hierbei wurde der Mittelwert der 
Fluoreszenzintensität über den 30 Pixel breiten Ausschnitt gebildet und das Signal 
durch einen 7 Sample langen Running-Median-Filter gefiltert. Nach der Formel, die in 
Kap. 2.4.4 gezeigt ist, wurde für den jeweiligen Zeitpunkt die Ca2+-Konzentration be-
rechnet und die Sparkgröße als Fläche unter der Kurve bestimmt (unter Zugrundele-
gung der für die diastolische Ca2+-Konzentration gemessenen Werte aus den kalibrier-
ten Messungen mit Fura-2). Sparkgröße und Anzahl der Sparks wurden ausgewertet 
und für jede Zelle in eine Tabelle (Microsoft Excel, Microsoft Corp., Redmond / USA) 
übertragen, wobei aus der Anzahl der in der für 5000 Lines 3,84 s dauernden Auf-
zeichnungsperiode auftretenden Sparks die Sparkfrequenz berechnet wurde 
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(angegeben in 1/pL/s unter Zugrundelegung einer volumetrischen Größe von 0,75 x 
0,75 x 0,75 µm³ für jedes Pixel). 
 
 
 
2.6 Bestimmung der Zelldimensionen 
 
Zur Bestimmung der Zelldimensionen der untersuchten Kardiomyozyten wurden mit 
dem Konfokalmikroskop zudem 2D-Bilder der Kardiomyozyten aufgenommen. In die-
sen wurden Länge und Breite der Zellen vermessen. 
Um das Zellvolumen zu bestimmen, wurde nun nach Bers folgende Formel verwendet 
(19): 
 𝒁𝒆𝒍𝒍𝒗𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆𝒏 = 𝑳ä𝒏𝒈𝒆 ⋅ 𝑩𝒓𝒆𝒊𝒕𝒆 ⋅ (𝟎, 𝟒 ⋅ 𝑩𝒓𝒆𝒊𝒕𝒆)     Formel 2.5  
 
 
 
2.7 Proteinexpressions- und Phosphorylierungsanalysen 
 
Wie in Kap. 2.3 beschrieben, wurde von den entnommenen Gewebeproben jeweils ein 
Teil für Western Blot-Analysen asserviert. Die Herstellung der Proteinhomogenate so-
wie die Gelelektrophorese und der elektrophoretische Transfer ebenso wie die Mar-
kierung der Proteine mit Antikörpern wurden von Frau Dr. rer. nat. Nataliya Dybkova 
vorgenommen. Daher soll hier auf die jeweiligen Versuchsabläufe nicht näher einge-
gangen werden. 
Nach Messung der Bandenintensitäten mit einem Imaging-Densitometer erfolgte die 
weitere Auswertung gemeinsam. Untersucht wurde die Proteinexpression von CaMKII, 
RyR2, SERCA2a und PLB, wobei hier jeweils auf die Proteinexpression von GAPDH 
normalisiert wurde. Des weiteren wurde der Phosphorylierungsstatus der CaMKII un-
tersucht sowie der Phosphorylierungsstatus des RyR2 an Ser-2814 und Ser-2808 und 
von PLB an Thr-17. Hier wurde jeweils auf die Expression des jeweiligen Proteins nor-
malisiert. 
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2.8 Statistik und Datenauswertung 
 
Nach Auswertung der Daten in den entsprechenden oben genannten Computerpro-
grammen wurden sie in Microsoft Excel und GraphPad PrismTM 7.0 (GraphPad Soft-
ware, Inc., La Jolla / USA) importiert. Diese Programme ermöglichten die statistische 
und graphische Auswertung. 
Im folgenden Ergebnisteil werden die generierten Messwerte als arithmetisches Mittel 
± Standardfehler des Mittelwerts („Standard error of the mean“ = SEM) dargestellt.  
 
𝑺𝑬𝑴 = k𝝈𝟐𝒏 = 𝝈√𝒏          Formel 2.6  
 n Anzahl σ2 Varianz σ Standardabweichung 
 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Student t-Test für ungepaarte Werte in 
Microsoft Excel bzw. als Ein-Wege-ANOVA in GraphPad PrismTM 7.0. Als statistisch 
signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 angesehen. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Klinische Daten des verwendeten humanen Myokards 
 
Insgesamt wurden für die vorliegende Dissertation Gewebeproben von 47 Patienten 
verwendet. 21 Patienten waren der Gruppe mit Vorhofflimmern zuzuordnen, die 
Gruppe mit Sinusrhythmus bestand aus 27 Patienten. Von den Patienten waren 34 
männlichen sowie 14 weiblichen Geschlechts. Alle Patienten der Gruppe mit Vorhof-
flimmern wiesen direkt präoperativ ein im EKG dokumentiertes Vorhofflimmern auf, bei 
den Patienten der Gruppe mit Sinusrhythmus war dieser ebenfalls direkt präoperativ 
elektrokardiographisch dokumentiert. Bei 76,2% der Patienten mit Vorhofflimmern war 
die Rhythmusstörung des weiteren als chronisch beschrieben, bei den übrigen als pa-
roxysmal oder persistierend. 
Passend zur zunehmenden Inzidenz von Vorhofflimmern im Alter waren die Patienten 
mit Vorhofflimmern mit einem mittleren Alter von 72,0±1,7 Jahren signifikant etwas äl-
ter als die Sinusrhythmus-Patienten (65,2±1,9 Jahre). Ansonsten bestanden zwischen 
den Gruppen keine signifikanten Unterschiede in Hinblick auf linksventrikuläre Funk-
tion (48,8% bzw. 57,2%), schwere Mitralklappeninsuffizienz (9,5% bzw. 11,1%), die 
Inzidenz von Diabetes mellitus (28,6% bzw. 40,7%) oder die präoperative Medikation. 
Ein Großteil der Patienten (76,2% bzw. 70,4%) erhielt eine Medikation mit β-Blockern. 
Keiner der Patienten erhielt eine weitere antiarrhythmische Medikation. Insgesamt wie-
sen 81,3% der Patienten eine behandlungsbedürftige koronare Herzerkrankung auf 
und unterzogen sich einer Bypassoperation, in der Gruppe mit Vorhofflimmern waren 
es 70,0%, in der Gruppe mit Sinusrhythmus 89,3%. Detailliert dargestellt ist die Aus-
wertung der Patientendaten in Tab. 3.1. 
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Echokardio-
graphie 
Medikation 
(%) 
Alter 
(Jahre) 
EF 
(%) 
MI III° 
(%) 
β-B AA Ca2+-A 
ACE-I/ 
ARB 
DIU 
Vorhof-
flimmern 
Mittelwert 
± SEM 
72,0 * 
±1,7 
48,8 
±3,6 
9,5 76,2 0 20,0 80,0 85,7 
Sinus-
rhythmus 
Mittelwert 
± SEM 
65,2 
±1,9 
57,2 
±2,3 
11,1 70,4 0 14,8 85,2 44,4 
 
Tabelle 3.1: Wichtige Daten des Patientenkollektivs. Übersicht über Alter, Hämodynamik (Mittel-
wert ± SEM) und medikamentöse Therapie (%) der verwendeten humanen atrialen Gewebepro-
ben. SEM: Standardfehler des Mittelwerts, EF: Ejektionsfraktion, MI: Mitralklappeninsuffizienz, β-B: β-
Blocker, AA: Antiarrhythmika, Ca2+-A: Ca2+-Antagonisten, ACE-I: ACE-Hemmer, ARB: AT1-Rezeptor-
Blocker, DIU: Diuretika, *P<0,05 vs. Sinusrhythmus. 
 
 
 
3.2 Einfluss des Herzrhythmus auf die Zelldimensionen 
 
Um mögliche Einflüsse des Herzrhythmus auf die Zelldimensionen im Sinne einer Zell-
hypertrophie aufzuzeigen, wurde während der Messungen mit dem konfokalen La-
serscanning-Mikroskop die Größe der einzelnen Kardiomyozyten bestimmt. Insgesamt 
wurden die Zellen von 8 Patienten mit Vorhofflimmern sowie von 7 Patienten mit Si-
nusrhythmus ausgemessen. 
Es zeigte sich, dass die Zellen von Patienten mit Vorhofflimmern mit 116,1±2,0 µm 
signifikant länger waren als jene Zellen von Patienten mit Sinusrhythmus mit einer 
Länge von 101,1±1,5 µm (Vorhofflimmern, n=134 vs. Sinusrhythmus, n=115; P<0,05, 
Abb. 3.1 A). Ebenfalls war bei der Zellbreite bei Vorhofflimmern eine signifikante Zu-
nahme auf 17,3±0,3 µm zu verzeichnen im Vergleich zu Sinusrhythmus mit einer Breite 
von 14,8±0,3 µm (P<0,05, Abb. 3.1 B). Wurde aus den genannten Parametern nach 
der in Kap. 2.6 angegebenen Formel das Zellvolumen berechnet, so ergab sich hier 
bei Vorhofflimmern ebenfalls ein deutlich vergrößertes Volumen mit 1507,9±70,8 pL; 
im Vergleich betrug bei Sinusrhythmus das Zellvolumen 930,4±42,3 pL (P<0,05, Abb. 
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3.1 C). 
Es zeigt sich also bei Patienten mit Vorhofflimmern eine deutliche Zellhypertrophie der 
Vorhofmyozyten im Vergleich zu Sinusrhythmus. 
 
 
Abbildung 3.1: Zellhypertrophie von rechtsatrialen Kardiomyozyten bei Vorhofflimmern vergli-
chen mit Sinusrhythmus. A und B:  Signifikante Zunahme der Zelllänge (A) und -breite (B) bei Vor-
hofflimmern (n=134 vs. Sinusrhythmus, n=115; *P<0,05). C: Ebenfalls signifikante Vergrößerung des 
Zellvolumens bei Vorhofflimmern im Vergleich zu Sinusrhythmus (n=134 vs. n=115; *P<0,05). 
 
 
 
B A 
C 
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3.3 Untersuchung des Ca2+-Lecks des Sarkoplasmatischen Reti-
kulums bei Vorhofflimmern 
 
Der Einfluss von Vorhofflimmern auf das Ca2+-Leck des Sarkoplasmatischen Retiku-
lums wurde durch Messung von Ca2+-Sparks mittels konfokaler Laserscanning-Fluo-
reszenzmikroskopie untersucht. Die Rolle der CaMKII hierbei wurde durch CaMKII-
Inhibition mit KN-93 im Vergleich zu Messungen unter Kontrollbedingungen mit KN-92 
als Kontrollsubstanz (siehe Kap. 1.3.4) untersucht. 
 
 
3.3.1 SR Ca2+-Leck unter Kontrollbedingungen 
 
Wie in Abb. 3.2 durch Originalregistrierungen von Ca2+-Sparks illustriert, zeigt sich un-
ter Kontrollbedingungen (KN-92, also keine CaMKII-Inhibition) in Kardiomyozyten von 
Patienten mit Vorhofflimmern die Ca2+-Sparkfrequenz deutlich und hoch signifikant ge-
steigert mit 316,7±63,1 pL-1 x s-1 verglichen mit einer Sparkfrequenz von 142,4±16,9 
pL-1 x s-1 in Zellen von Patienten mit Sinusrhythmus (Vorhofflimmern, n=19 vs. Sinus-
rhythmus, n=32 Zellen aus 9 vs. 10 Patienten; P<0,001; Abb. 3.3 A). 
 
 
Abbildung 3.2: Originalregistrierungen von Ca2+-Sparks in Kardiomyozyten bei Vorhofflimmern 
und Sinusrhythmus unter Kontrollbedingungen (KN-92). Aufgenommen mit dem konfokalen La-
serscanning-Fluoreszenzmikroskop im Line-Scan-Modus. Die Farbskala jeweils links kodiert die Far-
bintensität des emittierten Fluoreszenzsignals. 
 
Auch die Größe der einzelnen Ca2+-Sparks ist bei Vorhofflimmern signifikant erhöht 
mit 1,43±0,11 nmol x ps verglichen mit 0,89±0,09 nmol x ps bei Sinusrhythmus (Vor-
hofflimmern, n=96 vs. Sinusrhythmus, n=72 Sparks aus 9 vs. 10 Patienten, P<0,05; 
Abb. 3.3 B). 
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Abbildung 3.3: Ca2+-Sparkfrequenz (A) und Sparkgröße (B) bei Vorhofflimmern und Sinusrhyth-
mus unter Kontrollbedingungen (KN-92). Ca2+SpF: Ca2+-Sparkfrequenz, Ca2+SpS: Ca2+-Sparkgröße 
(Vorhofflimmern/KN-92, n=96 Sparks aus 19 Zellen vs. Sinusrhythmus/KN-92, n=72 Sparks aus 32 Zel-
len; *P<0,05). 
 
Aus Frequenz und Größe der Ca2+-Sparks lässt sich nun das totale SR Ca2+-Leck pro 
Zelle berechnen. Hier ergibt sich ein vielfacher Anstieg des Ca2+-Lecks des SR um das 
3,9-fache von 186,0±24,0 nmol/L bei Sinusrhythmus auf 723,3±62,9 nmol/L bei Vor-
hofflimmern (Vorhofflimmern, n=19 Zellen vs. Sinusrhythmus, n=32, P<0.05, Abb. 3.4). 
 
  
Abbildung 3.4: Totales SR Ca2+-Leck pro Zelle bei Vorhofflimmern und Sinusrhythmus unter Kon-
trollbedingungen (KN-92) (Vorhofflimmern, n=19 Zellen vs. Sinusrhythmus, n=32 Zellen, *P<0,05). 
 
 
A B 
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Im Rahmen dieser Experimente zeigte sich außerdem, dass bei Vorhofflimmern der 
Anteil der Zellen, welche Ca2+-Sparks aufwiesen, ungefähr gleich war im Vergleich zu 
Sinusrhythmus. Unter Kontrollbedingungen wurden 72 Zellen von 9 Patienten mit Vor-
hofflimmern untersucht, von denen 25,7% Ca2+-Sparks aufwiesen. Von 13 Patienten 
mit Sinusrhythmus wurden 137 Zellen untersucht, bei denen 24,1% Sparks aufwiesen 
(Abb. 3.5). 
 
  
Abbildung 3.5: Anteil der Zellen mit Ca2+-Sparks an der Gesamtzahl der untersuchten Zellen un-
ter Kontrollbedingungen mit KN-92 (Vorhofflimmern, n=72 Zellen vs. Sinusrhythmus, n=137 Zellen). 
 
 
3.3.2 CaMKII-Abhängigkeit des SR Ca2+-Lecks 
 
Um zu untersuchen, ob bzw. wie ausgeprägt das SR Ca2+-Leck CaMKII-abhängig ist, 
wurden Ca2+-Sparkmessungen unter CaMKII-Inhibition mit KN-93 durchgeführt. Wie 
in Abb. 3.7 abgebildet, konnte eine drastische Reduktion der Ca2+-Sparkfrequenz in 
Kardiomyozyten von Patienten mit Vorhofflimmern festgestellt werden von 316,7±63,1 
pL-1 x s-1 (n=19 Zellen) auf 120,0±21,5 pl-1 x s-1 (n=11 Zellen von 5 Patienten, P<0,05), 
wie auch in Abb. 3.6 in Originalregistrierungen illustriert. Dies bedeutet eine Normali-
sierung der Sparkfrequenz auf das Niveau der Kontrollwerte bei Sinusrhythmus bzw. 
im Trend sogar etwas darunter (Abb. 3.7). 
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Abbildung 3.6: Originalregistrierungen von Ca2+-Sparks unter CaMKII-Inhibition mit KN-93 
(rechts) im Vergleich zu Kontrollbedingungen (KN-92, links) illustrieren die Normalisierung des 
SR Ca2+-Lecks in Vorhofflimmern. Aufgenommen mit dem konfokalen Laserscanning-Fluoreszenz-
mikroskop im Line-Scan-Modus. Die Farbskala jeweils links kodiert die Farbintensität des emittierten 
Fluoreszenzsignals. 
 
Auch in Zellen von Patienten mit Sinusrhythmus kam es durch die CaMKII-Inhibition 
zu einer Reduktion der Sparkfrequenz unter das Ausgangsniveau, welche aber mit 
einer Verringerung von 142,4±16,9 pL-1 x s-1 (n=32 Zellen) auf 88,7±19,5 pl-1 x s-1 
(n=19 Zellen von 10 Patienten) wesentlich geringer ausfiel (aber trotzdem signifikant 
war, P<0,05). 
 
  
Abbildung 3.7: Signifikante Reduktion der Ca2+-Sparkfrequenz (Ca2+SpF) durch Inhibition der 
CaMKII mit KN-93 bei Vorhofflimmern (Vorhofflimmern/KN-92, n=96 Sparks aus 19 Zellen; Vorhof-
flimmern/KN-93, n=21 Sparks aus 11 Zellen; Sinusrhythmus/KN-92, n=72 Sparks aus 32 Zellen; Sinus-
rhythmus/KN-93, n=28 Sparks aus 19 Zellen; *P<0,05). 
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Währenddessen zeigte die CaMKII-Inhibition weder in der Gruppe mit Vorhofflimmern 
noch in der Gruppe mit Sinusrhythmus signifikante Auswirkungen auf die Größe der 
Ca2+-Sparks (Abb. 3.8).  Bei Kardiomyozyten mit Vorhofflimmern blieb unter KN-93 die 
Ca2+-Sparkgröße nahezu identisch mit 1,46±0,34 nmol x ps (n=21 Sparks), auch in 
Zellen der Gruppe mit Sinusrhythmus zeigte sich mit 0,67±0,09 nmol x ps (n= 28 
Sparks) keine signifikante Veränderung. Damit blieben die Ca2+-Sparks auch unter 
CaMKII-Inhibition in Zellen mit Vorhofflimmern deutlich signifikant größer als in Zellen 
mit Sinusrhythmus unter CaMKII-Inhibition. 
 
  
Abbildung 3.8: Die Ca2+-Sparkgröße (Ca2+SpS) verändert sich durch Inhibition der CaMKII mit 
KN-93 bei Vorhofflimmern nicht (Vorhofflimmern/KN-92, n=96 Sparks aus 19 Zellen; Vorhofflim-
mern/KN-93, n=21 Sparks aus 11 Zellen; Sinusrhythmus/KN-92, n=72 Sparks aus 32 Zellen; Sinus-
rhythmus/KN-93, n=28 Sparks aus 19 Zellen; *P<0,05). 
 
Entsprechend zeigt sich bei Betrachtung des aus Ca2+-Sparkfrequenz und -größe be-
rechneten totalen zellulären SR Ca2+-Lecks, dass dieses CaMKII-abhängig ist, wobei 
die pathologische Erhöhung des Ca2+-Lecks bei Vorhofflimmern durch CaMKII-Inhibi-
tion komplett normalisiert werden kann (auf das Niveau von Sinusrhythmus unter Kon-
trollbedingungen): In Zellen mit Vorhofflimmern führt KN-93 zu einer drastischen Re-
duktion des SR Ca2+-Lecks (von 723,3±62,9 unter KN-92 auf 180,9±40,7 nmol/L unter 
KN-93, n=19 vs. n=11 Zellen, p<0,05), was eine komplette Normalisierung auf das 
Niveau des Ca2+-Lecks bei Sinusrhythmus ohne CaMKII-Inhibition (186,0±24,0 
nmol/L) bedeutet. Auch in Zellen von Patienten mit Sinusrhythmus verminderte KN-93 
das primär schon niedrige SR Ca2+-Leck signifikant noch weiter auf 63,8±33,8 nmol/L 
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(n=19 Zellen) im Vergleich zu 186,0±24,0 nmol/L unter KN-92 (Abb. 3.9). 
 
 
Abbildung 3.9: Totales SR Ca2+-Leck pro Zelle. Das bei Vorhofflimmern erhöhte SR Ca2+-Leck zeigt 
sich komplett CaMKII-abhängig, es kann mittels CaMKII-Inhibition (mit KN-93) auf das Niveau von Si-
nusrhythmus reduziert werden (Vorhofflimmern/KN-92, n=19 Zellen; Vorhofflimmern/KN-93, n=11 Zel-
len; Sinusrhythmus/KN-92, n=32 Zellen; Sinusrhythmus/KN-93, n=19 Zellen; *P<0,05). 
 
Durch Inhibition der CaMKII mit KN-93 wurde außerdem der Anteil der Zellen mit nach-
weisbaren Ca2+-Sparks an der Gesamtheit der untersuchten Zellen reduziert. Unter 
CaMKII-Inhibition wurden 80 Zellen von 9 Patienten mit Vorhofflimmern untersucht, 
von denen 13,8% Sparks aufwiesen. Bei Sinusrhythmus wurden 124 Zellen von 12 
Patienten untersucht. Hier zeigten sich in 16,9% der Zellen Ca2+-Sparks (Abb. 3.10). 
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Abbildung 3.10: Anteil der Zellen mit Ca2+-Sparks an der Gesamtzahl der untersuchten Zellen 
unter Inhibition der CaMKII mit KN-93 (Vorhofflimmern/KN-92, n=72 Zellen; Vorhofflimmern/KN-93, 
n=80 Zellen; Sinusrhythmus/KN-92, n=137 Zellen; Sinusrhythmus/KN-93, n=124 Zellen). 
 
 
3.3.3 Weitere Ca2+-Spark-Parameter 
 
Ergänzend zur oben dargestellten quantitativen Messung der Ca2+-Sparkgröße basie-
rend auf den berechneten Ca2+-Konzentrationen wurden zur Verifizierung auch die rei-
nen Fluoreszenz-Parameter (Amplitude in F/F0 und RT 50%) sowie die Dauer der ein-
zelnen Ca2+-Sparks ausgewertet. Aufgrund der sehr viel genaueren Bestimmung des 
SR Ca2+-Lecks unter Einbeziehung der Ca2+-Konzentrationen und der Berechnung als 
Fläche unter der Kurve seien diese einzelnen Parameter hier nur ergänzend erwähnt, 
sie sind graphisch im Anhang in Abb. 7.1 dargestellt. Hier zeigen sich unter Kontroll-
bedingungen (KN-92) keine signifikanten Unterschiede in den Parametern der einzel-
nen Sparks zwischen Vorhofflimmern und Sinusrhythmus; in Zellen mit Sinusrhythmus 
(nicht aber bei Vorhofflimmern) reduzierte die CaMKII-Inhibition mit KN-93 die Zeit bis 
zum 50%-Abfall des Sparks signifikant. 
Die Ca2+-Sparkfrequenz ist natürlich von der Methode der Berechnung der Sparkgröße 
unabhängig, so dass diese als wesentlicher das SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern trei-
bender Parameter (s.o.) unabhängig hiervon weiter bestehen bleibt. 
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3.4 Der Ca2+-Gehalt des Sarkoplasmatischen Retikulums bei Vor-
hofflimmern 
 
Neben der „Undichtigkeit“ der RyR2 ist der Ca2+-Gehalt des Sarkoplasmatischen Re-
tikulums der zweite wichtige Faktor, welcher Einfluss auf das SR Ca2+-Leck hat (vgl. 
Kap. 1.5). Um zu untersuchen, in wie weit möglicherweise ein erhöhter SR Ca2+-Gehalt 
eine Rolle für das vermehrte SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern spielt, wurden Unter-
suchungen des kardiomyozytären SR Ca2+-Gehalts durchgeführt. Hierfür wurde die 
Amplitude der Koffein-induzierten Ca2+-Transienten als Maß für die SR Ca2+-Beladung 
bestimmt (siehe Kap. 2.4.6). 
Die hieraus ermittelte F/F0 der Fluo-3-Messungen suggeriert zunächst einmal einen 
bei Vorhofflimmern deutlich verminderten SR Ca2+-Gehalt (2,68±0,29 F/F0 vs. 
3,65±0,33 F/F0 der Koffein-Transienten bei Sinusrhythmus, n=22 vs. n=21 Zellen, 
P<0.05). Wenn man aus diesen Transienten jedoch basierend auf den ebenfalls ge-
messenen diastolischen Ca2+-Konzentrationen (siehe Kap. 3.5) die tatsächlichen Ca2+-
Amplituden berechnet (vgl. Kap. 2.4.4), zeigt sich, dass dieser Unterschied in der Tat 
deutlich geringer und nunmehr auch nicht signifikant unterschiedlich ist: Hiernach be-
trägt die Amplitude der Koffein-induzierten Ca2+-Transienten und damit der SR Ca2+-
Gehalt 714,30±57,32 nmol/L bei Vorhofflimmern vs. 822,26±48,54 nmol/L bei Sinus-
rhythmus (Abb. 3.11 B). 
In jedem Fall ist der SR Ca2+-Gehalt bei Vorhofflimmern gegenüber Sinusrhythmus 
nicht signifikant erhöht, sondern im Gegenteil eher geringer und damit auch nicht als 
Ursache des vermehrten SR Ca2+-Lecks anzusehen. Abb. 3.11 A illustriert exempla-
risch zwei Koffein-induzierte Ca2+-Transienten bei Vorhofflimmern und Sinusrhythmus. 
 
3. Ergebnisse 
 53 
 
Abbildung 3.11: SR Ca2+-Gehalt bei Vorhofflimmern im Vergleich mit Sinusrhythmus. A: Original-
registrierungen von Koffein-induzierten Ca2+-Transienten bei Vorhofflimmern und Sinusrhythmus. B: Es 
besteht kein signifikanter Unterschied im SR Ca2+-Gehalt bei Sinusrhythmus und Vorhofflimmern (Vor-
hofflimmern, n=22 vs. Sinusrhythmus, n=21, P=0,16). 
 
 
 
3.5 Untersuchung der diastolischen Ca2+-Konzentration des Cy-
tosols bei Vorhofflimmern 
 
Mittels Epifluoreszenzmikroskopie wurden mit dem ratiometrischen Ca2+-Farbstoff 
Fura-2 Messungen der freien diastolischen Ca2+-Konzentration des Cytosols ([Ca2+]cyt) 
durchgeführt, wobei die absoluten Ca2+-Werte zu den jeweiligen Fura-2-Ratios berech-
net werden konnten (siehe Kap. 2.4.3). 
 
 
3.5.1 Diastolische Ca2+-Konzentration im Cytosol unter Kontrollbedingungen 
 
Bei Vorhofflimmern zeigte sich die diastolische Ca2+-Konzentration unter Kontrollbe-
dingungen (KN-92) mit 229,4±19,6 nmol/L signifikant erhöht im Vergleich zu Sinus-
rhythmus mit 163,5±7,9 nmol/L (Vorhofflimmern, n=33 Zellen vs. Sinusrhythmus, n=43 
Zellen, P<0,05; Abb. 3.12). 
 
A B 
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Abbildung 3.12: Der diastolische Ca2+-Gehalt des Cytosols ist bei Vorhofflimmern erhöht unter 
Kontrollbedingungen (KN-92) (Vorhofflimmern, n=33 vs. Sinusrhythmus, n=43; *P<0,05). 
 
 
 
3.5.2 CaMKII-Abhängigkeit der diastolischen Ca2+-Konzentration des 
Cytosols 
 
Die Inhibition der CaMKII mittels KN-93 zeigte, dass die pathologische Erhöhung der 
freien diastolischen Ca2+-Konzentration bei Vorhofflimmern komplett auf die CaMKII 
zurückführbar ist: Die CaMKII-Inhibition führte zur kompletten Normalisierung der di-
astolischen Ca2+-Konzentration in Zellen von Patienten mit Vorhofflimmern von 
229,4±19,6 nmol/L auf 166,1±9,9 nmol/L (Vorhofflimmern mit KN-92, n=33 Zellen vs. 
Vorhofflimmern mit KN-93, n=36 Zellen; P<0,05; Abb. 3.13). Dieser Wert entspricht 
einer Reduktion der diastolischen Ca2+-Konzentration auf den Wert von Zellen von Pa-
tienten mit Sinusrhythmus unter Kontrollbedingungen (mit 163,5±7,9 nmol/L, s.o.). Im 
Gegensatz zu Vorhofflimmern führte die CaMKII-Inhibition mit KN-93 in Zellen von Pa-
tienten mit Sinusrhythmus zu keiner weiteren Reduktion der diastolischen Ca2+-Kon-
zentration im Vergleich zur Kontrolle mit KN-92 (161,4±9,8 nmol/L, n=34; Abb. 3.13). 
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Abbildung 3.13: Normalisierung der cytosolischen diastolischen Ca2+-Konzentration bei Vorhof-
flimmern durch CaMKII-Inhibition mit KN-93 (Vorhofflimmern/KN-92, n=33; Vorhofflimmern/KN-93, 
n=36; Sinusrhythmus/KN-92, n=43; Sinusrhythmus/KN-93, n=34; *P<0,05). 
 
 
 
3.6 Tetracain-Experimente zur Untersuchung des Einflusses des 
SR Ca2+-Lecks auf die diastolische Ca2+-Konzentration 
 
Weiterhin sollte untersucht werden, ob tatsächlich das vermehrte diastolische SR 
Ca2+-Leck Ursache der erhöhten diastolischen Ca2+-Konzentration bei Vorhofflimmern 
ist. Hierfür wurden Messungen unter Verwendung von Tetracain durchgeführt. Tetra-
cain führt zu einem kompletten Verschluss der RyR2, so dass der Einfluss des SR 
Ca2+-Lecks auf die diastolische Ca2+-Konzentration unterbunden wird (vgl. Kap. 2.2.3 
und 2.4.7). Sofern die bei Vorhofflimmern erhöhte diastolische Ca2+-Konzentration also 
ausschließlich durch permanent aus dem SR leckendes Ca2+ bedingt ist, sollte in Zel-
len mit Vorhofflimmern unter Tetracain die diastolische Ca2+-Konzentration identisch 
mit der von Zellen im Sinusrhythmus sein. 
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3.6.1 Einfluss von Tetracain auf das SR Ca2+-Leck 
 
In einem ersten Schritt sollte verifiziert werden, dass Tetracain tatsächlich zum Ver-
schluss des SR Ca2+-Lecks führt. Sowohl in Zellen von Patienten mit Sinusrhythmus 
als auch in solchen von Patienten mit Vorhofflimmern führte Tetracain zu einem kom-
pletten Erlöschen der Ca2+-Sparks. Verglichen wurde hier mit Zellen von denselben 
Patienten, welche als Kontrollgruppe mit Messlösung ohne Wirkstoff behandelt wur-
den. In der Kontrollgruppe zeigten 12 von 19 Zellen bei Sinusrhythmus (2 Patienten) 
Sparks sowie 7 von 16 Zellen bei Vorhofflimmern (2 Patienten). Unter Tetracain waren 
in 0 von 21 Zellen der Patienten mit Sinusrhythmus und ebenfalls in 0 von 14 Zellen 
der Patienten mit Vorhofflimmern Sparks sichtbar (jeweils P<0,05 für das Auftreten von 
Sparks unter Tetracain vs. Kontrolle, Fisher-Test; Abb. 3.14 A). In Abb. 3.14 B veran-
schaulichen Originalregistrierungen noch einmal das Verlöschen der Sparks. 
 
  
Abbildung 3.14: Die Hemmung der RyR2 durch Tetracain verhindert das Auftreten von Ca2+-
Sparks. A: Graphische Darstellung der Suppression von Ca2+-Sparks durch Tetracain (Vorhofflim-
mern/Kontrolle, n=14 vs. Vorhofflimmern/Tetracain, n=16; Sinusrhythmus/Kontrolle, n=19 vs. Sinus-
rhythmus/Tetracain, n=21; *P<0,05). B: Originalregistrierungen im Line-Scan-Modus illustrieren das 
Verlöschen von Ca2+-Sparks. 
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3.6.2 Einfluss von Tetracain auf die diastolische Ca2+-Konzentration 
 
Mittels Epifluoreszenzmikroskopie wurde der Einfluss von Tetracain auf die diastoli-
sche Ca2+-Konzentration in mit Fura-2 gefärbten Myokardzellen gemessen.  
Tetracain führte in Kardiomyozyten mit Vorhofflimmern zu einer signifikanten Reduk-
tion der diastolischen Ca2+-Konzentration von 285,7±36,3 nmol/L unter Kontrollbedin-
gungen auf 189,9±25,4 nmol/L unter Tetracain (n=16 vs. n=22 Zellen aus 2 Patienten, 
P<0,05). Damit hat das SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern also einen eindeutigen Ein-
fluss auf die diastolische Ca2+-Konzentration im Cytosol.  In Kardiomyozyten von Pa-
tienten mit Sinusrhythmus hat Tetracain hingegen einen nur tendenziellen, eindeutig 
nicht signifikanten Effekt auf die Höhe der diastolischen Ca2+-Konzentration 
(185,7±29,0 nmol/L unter Tetracain vs. 210,2±29,0 nmol/L unter Kontrollbedingungen, 
n=16 vs. n=15 Zellen aus 2 Patienten), so dass im Sinusrhythmus das SR Ca2+-Leck 
keinen (bzw. nur einen geringen) Einfluss auf die diastolische Ca2+-Konzentration zu 
haben scheint. Insbesondere sind unter Tetracain die diastolische Ca2+-Konzentration 
in Zellen mit Vorhofflimmern (189,9±25,4 nmol/L, n=22) und bei Sinusrhythmus 
(185,7±29,0 nmol/L, n=16) praktisch gleich. Dies zeigt, dass die in Abwesenheit von 
Tetracain festzustellende pathologische Erhöhung der diastolischen Ca2+-Konzentra-
tion tatsächlich auf das bei Vorhofflimmern vermehrte SR Ca2+-Leck zurückgeführt 
werden kann. Diese Resultate sind in Abb. 3.15 gezeigt. 
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Abbildung 3.15: Normalisierung der diastolischen Ca2+-Konzentration im Cytosol von Kardiomy-
ozyten bei Vorhofflimmern unter Tetracain verglichen mit Sinusrhythmus (Vorhofflimmern/ Kon-
trolle, n=16; Vorhofflimmern/Tetracain, n=22; Sinusrhythmus/Kontrolle, n=15; Sinusrhythmus/Tetracain, 
n=16; *P<0,05; n.s.=nicht signifikant). 
 
 
 
3.7 CaMKIl-Expression und -Phosphorylierung im humanen atri-
alen Myokard 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit nimmt die Untersuchung des Einflusses der 
CaMKII auf den Ca2+-Stoffwechsel der atrialen Kardiomyozyten eine zentrale Rolle ein. 
Daher galt es zu prüfen, ob der Herzrhythmus CaMKII-Proteinexpression und -Phos-
phorylierung beeinflusst. Hierzu wurden Western Blot-Analysen verwendet, welche in 
Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. nat. Nataliya Dybkova entstanden sind (siehe Kap. 
2.7). 
Diese zeigten ein mit 40±14% signifikant höheres Proteinexpressionslevel der CaMKII 
(normalisiert auf GAPDH) in Proben von Patienten mit Vorhofflimmern (n=9) verglichen 
mit solchen mit Sinusrhythmus (n=11; P<0,05; Abb. 3.16 A). Analog zur Proteinexpres-
sion war auch die CaMKII-Phosphorylierung (normalisiert auf die CaMKII-Proteinex-
pression) bei Vorhofflimmern (n=11) signifikant um 33±12% erhöht (vs. Sinusrhythmus, 
n=13; P<0,05, Abb. 3.16 B). 
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Aus der gesteigerten Phosphorylierung der CaMKII lässt sich darüber hinaus eine ge-
steigerte Aktivität der Kinase ableiten, wie in Kap. 1.3.2 dargelegt. 
 
 
Abbildung 3.16: CaMKII-Proteinexpression und -Phosphorylierung in humanem Vorhofmyokard 
bei Vorhofflimmern verglichen mit Sinusrhythmus. A:  Gesteigerte CaMKII-Expression in rechts-
atrialem Myokard bei Vorhofflimmern (n=9 vs. Sinusrhythmus, n=11; normalisiert auf GAPDH, *P<0,05). 
B: Erhöhte CaMKII-Phosphorylierung bei Vorhofflimmern (n=11 vs. Sinusrhythmus, n=13; normalisiert 
auf CaMKII-Proteinexpression, *P<0,05). Rechts sind jeweils repräsentative Original-Western Blots ab-
gebildet.  
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3.8 Expressionslevel und Phosphorylierungsstatus verschiede-
ner Proteine des Ca2+-Haushalts 
 
Im folgenden Kapitel sind Western Blot-Resultate dargestellt, mit denen die Expressi-
onslevel und der Phosphorylierungsstatus von Proteinen des Ca2+-Stoffwechsels in 
Abhängigkeit vom Herzrhythmus untersucht wurden. Diese sind an der elektromecha-
nischen Kopplung beteiligt und werden durch die CaMKII reguliert. Von besonderem 
Interesse waren hier der kardiale Ryanodinrezeptor RyR2, die Ca2+-ATPase des Sar-
koplasmatischen Retikulums SERCA2a sowie das regulatorische Protein Phos-
pholamban. Die hier dargestellten Ergebnisse entstanden in Zusammenarbeit mit Frau 
Dr. rer. nat. Nataliya Dybkova (siehe Kap. 2.7). 
 
 
3.8.1 Expressionslevel des Ryanodinrezeptors RyR2 
 
Bei dem Ryanodinrezeptor RyR2 handelt es sich um den Ca2+-Freisetzungskanal des 
SR. Wie in Abb. 3.17 illustriert, ergab sich eine signifikant um 44±5% reduzierte Ex-
pression des RyR2 bei Zellen mit Vorhofflimmern im Vergleich zu Sinusrhythmus (je-
weils n=10; P<0,05).  
 
  
Abbildung 3.17: Signifikant verminderte Expressionslevel des RyR2 bei Vorhofflimmern (Vorhof-
flimmern, n=10 vs. Sinusrhythmus, n=10; normalisiert auf GAPDH, *P<0,05). Rechts sind repräsentative 
Original-Western Blots abgebildet. 
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3.8.2 Phosphorylierung des Ryanodinrezeptors RyR2 an Ser-2814 und Ser-
2808 
 
Da die Funktion des RyR2 wesentlich von seinem Phosphorylierungsstatus abhängt, 
wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation der Phosphorylierungsstatus des 
RyR2 an Ser-2814 und Ser-2808 untersucht (normalisiert auf die RyR2-Expression). 
Hier zeigte sich der Phosphorylierungslevel des RyR2 an der CaMKII-spezifischen 
Phosphorylierungsstelle Ser-2814 signifikant um 110±53% erhöht (Vorhofflimmern, 
n=9 vs. Sinusrhythmus, n=10; P<0,05, Abb. 3.18 A). Auch der Phosphorylierungsgrad 
von Ser-2808, der PKA-spezifischen Phosphorylierungsstelle, war in der Tendenz um 
29±14% erhöht, dies war jedoch nicht signifikant (Vorhofflimmern, n=9 vs. Sinusrhyth-
mus, n=10; P=0,13, Abb. 3.18 B).  
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Abbildung 3.18: Phosphorylierungsstatus des RyR2 in Abhängigkeit vom Herzrhythmus. Phos-
phorylierungsstatus des RyR2 an der CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle Ser-2814 (A; Vor-
hofflimmern, n=9 vs. Sinusrhythmus, n=10; *P<0,05) und an Ser-2808 (B; Vorhofflimmern, n=9 vs. Si-
nusrhythmus, n=10; P=0,13). Rechts sind jeweils repräsentative Original-Western Blots abgebildet. 
 
 
3.8.3 Expression von SERCA2a und Phospholamban 
 
Bei der Expression von SERCA2a und PLB zeigten sich keine signifikanten Verände-
rungen in Abhängigkeit vom Herzrhythmus. Die Expression von PLB war bei Vorhof-
flimmern unverändert (94±27% von Sinusrhythmus; Vorhofflimmern, n=8 vs. Sinus-
rhythmus, n=9; Abb. 3.19 A). Ebenfalls war die Expression der SERCA2a bei Vorhof-
flimmern nicht signifikant verändert (71±23% von Sinusrhythmus; Vorhofflimmern, n=8 
vs. Sinusrhythmus, n=9; Abb. 3.19 B).  
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Abbildung 3.19: Unveränderte Expression von PLB und SERCA2a bei Vorhofflimmern im Ver-
gleich zu Sinusrhythmus (jeweils Vorhofflimmern, n=8 vs. Sinusrhythmus, n=9, normalisiert auf 
GAPDH). 
 
 
3.8.4 Phospholamban-Phosphorylierung an der CaMKII-spezifischen 
Phosphorylierungsstelle 
 
Im Gegensatz zum RyR2 zeigte sich in den untersuchten Proben die CaMKII-spezifi-
sche Phosphorylierung von PLB an Thr-17 bei Vorhofflimmern nicht signifikant verän-
dert (87±20% von Sinusrhythmus; Vorhofflimmern, n=8 vs. Sinusrhythmus, n=9; Abb. 
3.20). 
 
 
 
A B 
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Abbildung 3.20: PLB-Phosphorylierung an der CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle 
Thr-17 bei Vorhofflimmern im Vergleich zu Sinusrhythmus (Vorhofflimmern, n=8 vs. Sinusrhythmus, 
n=9; normalisiert auf die PLB-Expression). 
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4 Diskussion 
 
Die vorliegende Dissertation zeigt erstmalig, dass es bei Vorhofflimmern in humanen 
atrialen Kardiomyozyten CaMKII-abhängig durch Hyperphosphorylierung der RyR2 an 
der CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle Ser-2814 zu einem erhöhten SR 
Ca2+-Leck kommt, welches wiederum zu einem Anstieg der diastolischen Ca2+-Kon-
zentration in diesen Zellen führt. Durch pharmakologische Inhibition der CaMKII kann 
das SR Ca2+-Leck und damit auch die diastolische Ca2+-Konzentration komplett nor-
malisiert werden. 
 
Die CaMKII spielt eine wichtige Rolle als Regulator der elektromechanischen Kopp-
lung des Herzens, indem sie diverse Proteine des Ca2+-Stoffwechsels beeinflusst (27, 
135).  Hierzu zählen unter anderen die RyR2, die SERCA2a (über PLB) und die L-Typ 
Ca2+-Kanäle (51-55, 58). 
Bekannt ist, dass die CaMKII im Rahmen der Herzinsuffizienz eine entscheidende 
Rolle spielt. So konnten Hoch et al. erstmals zeigen, dass die CaMKII in insuffizientem 
Ventrikelmyokard stark vermehrt exprimiert wird (136). Die CaMKII-Überexpression 
führt im insuffizienten ventrikulären Myokard unter anderem zur Hyperphosphorylie-
rung der RyR2. Diese Hyperphosphorylierung führt wiederum zu einer erhöhten Öff-
nungswahrscheinlichkeit der RyR2 und damit zu einem gesteigerten SR Ca2+-Leck 
(122, 137-139). Das vermehrte SR Ca2+-Leck führt wiederum zum Anstieg der diasto-
lischen cytosolischen Ca2+-Konzentration, wodurch verzögerte Nachdepolarisationen 
(DAD) entstehen können, wie bereits in Kap. 1.5 näher erläutert. Schlotthauer und 
Bers konnten im Tiermodell an ventrikulären Kaninchenmyozyten belegen, dass diese 
DADs ventrikuläre Arrhythmien triggern können (86). Die proarrhythmogenen Wirkun-
gen des SR Ca2+-Lecks zeigten sich auch infolge von CaMKII-Überexpression in Mäu-
sen (140).  
In atrialen Kardiomyozyten spielt die Freisetzung von Ca2+ aus dem SR in Form von 
Ca2+-Sparks neben anderen Mechanismen eine wichtige Rolle in der Entstehung der 
Aktionspotentiale, wodurch bestimmte atriale Kardiomyozyten als Schrittmacherzellen 
den Herzrhythmus generieren (141). Darüber hinaus konnte in Vorhofmyokardzellen 
von Katzen nachgewiesen werden, dass durch spontane Ca2+-Freisetzungen aus dem 
SR auch latente atriale Schrittmacherzellen aktiviert werden können, was das 
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Auftreten von Arrhythmien begünstigt (87, 88). 
Damit kann vermutet werden, dass in der atrialen Arrhythmogenese, welche zu Vor-
hofflimmern führt, auf zellulärer Ebene Anomalien im Ca2+-Haushalt sowie die CaMKII 
eine wichtige Rolle spielen könnten. Insbesondere wurde spekuliert, dass – wie in 
ventrikulären Kardiomyozyten – ein vermehrtes SR Ca2+-Leck zu einer Erhöhung der 
diastolischen Ca2+-Konzentration führen könnte, was depolarisierende Ströme über 
die Zellmembran und damit Arrhythmien begünstigt. Dies wurde bisher jedoch nicht 
am humanen Vorhofmyokard untersucht. Daher stellten die Untersuchung des Ca2+-
Haushalts der humanen atrialen Kardiomyozyten in Sinusrhythmus und Vorhofflim-
mern sowie der Einfluss der CaMKII auf den Ca2+-Haushalt die zentralen Säulen mei-
ner Arbeit dar. 
 
 
 
4.1 Das SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern  
 
Idealtypisch wären die RyR2 während der Diastole komplett geschlossen und würden 
nur in der Systole (dann vollständig) öffnen. Tatsächlich kommt es jedoch zu sponta-
nen diastolischen Ca2+-Freisetzungen aus dem SR durch spontane Öffnungen einzel-
ner geclusterter RyR2, sogenannten Ca2+-Sparks, die unterschiedlich stark ausge-
prägt sein können (84). Diese Ca2+-Sparks bedingen das diastolische SR Ca2+-Leck. 
Dieses wiederum kann je nach Größe des Lecks zu erhöhten diastolischen Ca2+-Wer-
ten im Cytosol führen. Insbesondere bei pathologischen Veränderungen ist das SR 
Ca2+-Leck vergrößert. 
So konnte für die Herzinsuffizienz bereits wiederholt gezeigt werden, dass ein ver-
mehrtes SR Ca2+-Leck sowie eine erhöhte diastolische Ca2+-Konzentration eine wich-
tige Rolle spielen (41, 137, 140). Weit weniger gut wurden bisher jedoch die Rolle von 
SR Ca2+-Leck und diastolischer Ca2+-Konzentration bei Vorhofflimmern untersucht. 
Hove-Madsen et al. fanden Hinweise auf ein erhöhtes SR Ca2+-Leck auch bei Vorhof-
flimmern in humanen Vorhofmyozyten (15). Der zugrundeliegende Mechanismus hier-
für wurde bisher jedoch nicht hinreichend untersucht, ebenso wenig wie die möglichen 
Auswirkungen auf die diastolische Ca2+-Konzentration. 
In der vorliegenden Arbeit konnte ich nun eine starke Zunahme der Ca2+-Sparks bei 
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Vorhofflimmern nachweisen. In atrialen Kardiomyozyten von Patienten mit Vorhofflim-
mern treten mehr als doppelt so viel Ca2+-Sparks auf als in Kardiomyozyten von Pati-
enten mit Sinusrhythmus. Auch die jeweilige Größe der einzelnen Ca2+-Sparks ist bei 
Vorhofflimmern signifikant erhöht. Hieraus resultiert ein um das 3,9-fache gesteigertes 
totales SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern. 
Von diesen Ergebnissen ausgehend galt es nun in einem weiteren Schritt meiner Un-
tersuchungen die Frage zu klären, welche Mechanismen zu diesem gesteigerten SR 
Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern führen. 
 
Zunächst einmal hat der Ca2+-Gehalt des SR einen entscheidenden Einfluss auf das 
SR Ca2+-Leck, im Sinne eines „leak-load-relationship“: Eine vermehrte Ca2+-Beladung 
des SR führt unter ansonsten unveränderten Bedingungen zu einem größeren Leck 
durch die RyR2 (142). 
Es stellte sich also die Frage, ob das von mir festgestellte vermehrte SR Ca2+-Leck 
durch einen vermehrten SR Ca2+-Gehalt bedingt ist oder ob eine vermehrte primäre 
„Undichtigkeit“ der RyR2 besteht. Eine Ca2+-Überladung des SR der atrialen Kardio-
myozyten bei Vorhofflimmern wurde bereits in der Vergangenheit vermutet, jedoch 
nicht nachgewiesen. Im Gegenteil wurde von einigen Arbeitsgruppen ein unveränder-
ter SR Ca2+-Gehalt bzw. eine leichte Abnahme desselben im Vergleich zu Sinusrhyth-
mus beschrieben (15, 143, 144). Im Rahmen meiner Arbeit habe ich mittels Koffein-
induzierter Ca2+-Transienten den SR Ca2+-Gehalt bestimmt. Anhand dieser Messun-
gen konnte ich eine vermehrte SR Ca2+-Beladung als Ursache der vermehrten Ca2+-
Sparks ausschließen, tendenziell zeigte sich quantitativ sogar eine Verringerung der 
SR Ca2+-Beladung bei Vorhofflimmern, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu errei-
chen. 
Um im Rahmen der vorliegenden Dissertation zu überprüfen, ob Ca2+-Freisetzungen 
über die RyR2 die einzige relevante Ursache für das vorhandene SR Ca2+-Leck sind, 
wurden atriale Kardiomyozyten mit Tetracain behandelt, welches ein bekannter starker 
Inhibitor der RyR2 ist und den Ca2+-Austritt aus dem SR über die RyR2 durch Ver-
schluss der Kanäle komplett verhindert (122). Hierdurch wurde das Ca2+-Leck aus dem 
SR sowohl in Zellen im Sinusrhythmus als auch in Zellen im Vorhofflimmern komplett 
unterbunden. Daraus ergibt sich, dass die vermehrten Ca2+-Sparks bei Vorhofflimmern 
tatsächlich durch die RyR2 bzw. deren pathologisch vermehrte diastolische Öffnungs-
wahrscheinlichkeit entstehen. Es blieb damit zu klären, wodurch die erhöhte 
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Öffnungswahrscheinlichkeit der Kanäle beeinflusst wird. In einem Tiermodell für Vor-
hofflimmern sowie auch in humanem Gewebe wurde bereits zuvor in Einzelkanalmes-
sungen eine erhöhte RyR2-Öffnungswahrscheinlichkeit bei Vorhofflimmern gezeigt 
(16). Diese gesteigerte Öffnungswahrscheinlichkeit der Kanäle kann zwei Ursachen 
haben. Zum einen kann hier eine gesteigerte Proteinexpression ursächlich sein, zum 
anderen moduliert die Phosphorylierung des Rezeptors durch verschiedene Kinasen 
die Öffnungswahrscheinlichkeit. 
Um den Einfluss der RyR2 auf das SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern näher zu unter-
suchen, wurden im Rahmen des vorliegenden Projekts Proteinexpressionsanalysen 
sowie Analysen des Phosphorylierungsstatus der RyR2 durchgeführt. Hierbei zeigte 
sich, dass die RyR2-Expression bei Vorhofflimmern signifikant reduziert ist. Dies ist 
unerwartet, da man bei einer verminderten RyR2-Expression zunächst ein reduziertes 
SR Ca2+-Leck erwarten könnte. 
Die Untersuchungen des RyR2-Phosphorylierungsstatus zeigten jedoch, dass die 
RyR2 bei Vorhofflimmern stark hyperphosphoryliert sind. Vor allem wurde eine ausge-
prägte Hyperphosphorylierung an der Phosphorylierungsstelle Ser-2814 gefunden, 
welche spezifisch durch die CaMKII phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung an Ser-
2808, welches sowohl durch die CaMKII als auch durch die PKA phosphoryliert wird 
(145), war deutlich weniger ausgeprägt und nicht signifikant gesteigert. 
Da somit eine gesteigerte Expression der RyR2 als Ursache für das gesteigerte SR 
Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern ausgeschlossen werden kann, scheint die stark gestei-
gerte Phosphorylierung der Kanäle die führende Ursache für das Leck zu sein. Da die 
Phosphorylierung der RyR2 durch die PKA an Ser-2808, wofür eine Aktivitätssteige-
rung des Kanals beschrieben wurde (82, 83), nicht signifikant gesteigert war, schluss-
folgere ich, dass die PKA hier nicht der entscheidende Faktor ist. Vielmehr kann in 
diesem Zusammenhang die Hyperphosphorylierung an Ser-2814 als entscheidende 
Ursache für die gesteigerte Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 bei Vorhofflimmern 
angenommen werden. 
Bekannt ist, dass die Phosphorylierung der RyR2 an Ser-2814 spezifisch durch die 
CaMKII erfolgt (54, 55, 59, 137, 145, 146). Hierfür wurde gezeigt, dass sie zu einer 
erhöhten Ca2+-Sparkfrequenz führt (138, 147, 148); sie stellt sich dabei zunehmend 
als kritischer Mechanismus heraus, der das SR Ca2+-Leck in insuffizientem ventrikulä-
rem Myokard induziert und zur Herzinsuffizienz beiträgt (42). 
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4.2 Die Rolle der CaMKII für das SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern 
 
Die oben beschriebene CaMKII-spezifische RyR2-Hyperphosphorylierung an Ser-
2814 impliziert eine gesteigerte CaMKII-Aktivität bei Vorhofflimmern, der ursächlich 
mehrere Mechanismen zugrunde liegen können. Zum einen ist eine vermehrte Expres-
sion der CaMKII möglich. Zum anderen wurde bereits von mehreren Autoren eine ge-
steigerte Aktivität der CaMKII durch deren Autophosphorylierung in Abhängigkeit von 
der intrazellulären Ca2+-Konzentration beschrieben (27, 43, 44). 
Im Rahmen dieses Projekts wurde zunächst mit Hilfe von Proteinexpressionsanalysen 
die Expression der CaMKII untersucht. Hier zeigte sich eine deutlich signifikant erhöhte 
Expression der Kinase bei Vorhofflimmern im Vergleich zum Sinusrhythmus. In einem 
zweiten Schritt wurde der Phosphorylierungsstatus der CaMKII analysiert. Hierbei 
wurde analog zur gesteigerten Expression eine signifikant höhere Phosphorylierung 
des Proteins nachgewiesen, übereinstimmend mit Ergebnissen anderer Arbeitsgrup-
pen. 
Aufgrund der bekannten Funktionsmechanismen der CaMKII lässt sich hieraus nun-
mehr nicht nur eine gesteigerte Aktivität der Kinase aufgrund der vermehrten Expres-
sion, sondern durch die gesteigerte Autophosphorylierung ein zusätzlicher Anstieg ih-
rer Aktivität ableiten, was sich mit den sich aus den Forschungsergebnissen der Ar-
beitsgruppe um Tessier ergebenden Vermutungen (149) deckt. Die von mir postulierte 
Hypothese der erhöhten CaMKII-Aktivität wird bestätigt durch die sich in den Proben 
von Patienten mit Vorhofflimmern zeigende ausgeprägte Hyperphosphorylierung der 
RyR2 an der CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle Ser-2814. Diese Befunde 
konnten mittlerweile durch die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Chelu bestätigt wer-
den (150). 
Neben der CaMKII und den RyR2 wurde im Rahmen der hier durchgeführten Experi-
mente auch die Expression von Phospholamban (PLB) und SERCA2a sowie die Phos-
phorylierung von PLB untersucht. Die SERCA2a ist ein wichtiges Ca2+-Transportpro-
tein, welches Ca2+ aus dem Cytosol durch Aufnahme in das SR eliminiert. PLB wiede-
rum reguliert (inhibiert im unphosphorylierten Zustand) die SERCA2a-Funktion, wäh-
rend es selbst in seiner Funktion durch CaMKII-spezifische Phosphorylierung an Thr-
17, aber auch durch PKA-Phosphorylierung an Ser-16, moduliert wird (27). Zu erwar-
ten wäre nach meinen Befunden zur CaMKII eine gesteigerte PLB-Phosphorylierung 
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an Thr-17 aufgrund der gesteigerten CaMKII-Aktivität bei Vorhofflimmern. 
Die Untersuchungen ergaben bezüglich der Expression der beiden Proteine keine sig-
nifikanten Unterschiede im Vergleich zwischen Vorhofflimmern und Sinusrhythmus. 
Tendenziell war die Expression der SERCA2a bei Vorhofflimmern etwas vermindert, 
während es keine Unterschiede bei PLB gab. Überraschenderweise ergab auch die 
Analyse des Phosphorylierungsstatus von PLB an Thr-17 keine signifikanten Rhyth-
mus-abhängigen Unterschiede. 
Diese interessante Diskrepanz zwischen gesteigerter CaMKII-Aktivität aber relativ un-
beeinflusster PLB-Phosphorylierung an der CaMKII-Phosphorylierungsstelle deutet 
darauf hin, dass es auf zellulärer Ebene lokale Unterschiede in der Aktivität von Kina-
sen und Phosphatasen geben muss. Insgesamt sind die Forschungsresultate bezüg-
lich der CaMKII-abhängigen PLB-Phosphorylierung bei Vorhofflimmern bisher unein-
deutig. Während Greiser et al. in einem Tiermodell an der Ziege für Vorhofflimmern 
eine reduzierte Phosphorylierung fanden (143), konnte die Arbeitsgruppe von El-
Armouche kongruent zu der hier vorliegenden Arbeit ebenfalls keine signifikant gestei-
gerte CaMKII-abhängige Phosphorylierung von PLB in humanem Vorhofmyokard 
nachweisen. El-Armouche et al. konnten in derselben Studie in Gewebe von Patienten 
mit chronischem Vorhofflimmern zwar eine insgesamt gesteigerte Aktivität der Protein-
phosphatasen PP1 und PP2A nachweisen; gleichzeitig demonstrierten sie aber auch, 
dass die Aktivität von PP1 und PP2A innerhalb der verschiedenen Mikrodomänen der 
Zellen (im Bereich des SR, des Sarkolemm und der Myofilamente) unterschiedlich 
ausgeprägt ist. Der Inhibitor I-1 bewirkt eine verringerte PP1-Aktivität im Bereich des 
SR (151). Eine Aktivitätssteigerung von PP1 und PP2A konnten Greiser et al. im Tier-
modell ebenfalls nachweisen (143). 
Die Ergebnisse der o.g. Experimente legen damit nahe, dass die Aktivität der 
SERCA2a bei Vorhofflimmern unverändert ist im Vergleich zu Sinusrhythmus. Da die 
SERCA2a in humanen Myokardzellen den Großteil der Ca2+-Rückaufnahme in das SR 
gewährleistet, erscheint es wahrscheinlich, dass ihre mangelnde Aktivitätssteigerung 
neben dem erhöhten SR Ca2+-Leck ebenfalls mit dazu beiträgt, dass sich der SR Ca2+-
Gehalt bei Vorhofflimmern im Vergleich zu Sinusrhythmus tendenziell verringert, wie 
die in Kap. 4.1 geschilderten Koffein-Experimente zeigen konnten. 
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4.3 CaMKII-Abhängigkeit des SR Ca2+-Lecks von atrialen Kardio-
myozyten 
 
Nachdem ich im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt habe, dass das gesteigerte SR 
Ca2+-Leck mit der Hyperphosphorylierung der RyR2 bei Vorhofflimmern an der 
CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle Ser-2814 korreliert, stellte sich nun die 
Frage, ob diese Effekte tatsächlich CaMKII-abhängig sind bzw. abschwächbar durch 
Inhibition der Kinase. Daher wurden Ca2+-Sparkmessungen unter CaMKII-Inhibition 
mit KN-93 durchgeführt. 
Im Rahmen dieser Versuche war festzustellen, dass sich unter CaMKII-Inhibition das 
SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern komplett normalisiert auf Werte, die denen in Zellen 
von Patienten mit Sinusrhythmus ohne CaMKII-Inhibition vergleichbar sind. Hierdurch 
konnte die Hypothese, dass die CaMKII-abhängige Hyperphosphorylierung der RyR2 
Ursache des gesteigerten SR Ca2+-Lecks ist, weiter bestärkt werden. Auch kann ge-
folgert werden, dass die CaMKII-Effekte auf den Ca2+-Stoffwechsel im Rahmen von 
Vorhofflimmern zumindest teilweise reversibel sind. 
Wie bereits in Kap. 4.1 beschrieben, sind bei Vorhofflimmern nicht nur die Ca2+-
Sparkfrequenz, sondern auch die Größe jedes Sparks deutlich signifikant größer. Die 
Inhibition der CaMKII konnte die Sparkgröße im Gegensatz zur Sparkfrequenz jedoch 
interessanterweise nicht wie erwartet reduzieren. Dies deutet darauf hin, dass im Rah-
men von Vorhofflimmern noch andere Regulationsmechanismen die Entstehung von 
Ca2+-Sparks beeinflussen. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die CaMKII-ab-
hängige RyR2-Phosphorylierungsstelle an Ser-2814 die Öffnungsfrequenz der Kanäle 
und damit die Sparkfrequenz reguliert, während die Sparkgröße von der PKA- und 
CaMKII-abhängigen Phosphorylierungsstelle Ser-2808 beeinflusst wird. Um diese 
Frage abschließend zu beantworten, sind in Zukunft weiterführende Untersuchungen 
notwendig, die die Effekte der PKA bei Vorhofflimmern näher beleuchten. 
Neueste Untersuchungen zur Aktivität der CaMKII deuten darauf hin, dass neben der 
klassischen Aktivierung der CaMKII durch Ca2+/CaM-abhängige Autophosphorylie-
rung bei Vorhofflimmern auch die alternative Aktivierung der CaMKII durch Oxidation 
an Met-281/282 eine nicht zu unterschätzende Rolle spielt (152). Andere aktuelle Stu-
dien zeigen weitere alternative Aktivierungswege der CaMKII durch Glykosylierung an 
Ser-279,  was im diabetischen Tiermodell zu Arrhythmien als Antwort auf 
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Hyperglykämien führte, (49) sowie durch Nitrosylierung durch NO (50). Die mögliche 
Rolle dieser CaMKII-Aktivierungswege speziell bei Vorhofflimmern wurde jedoch noch 
nicht weiter erforscht. 
Im Rahmen der Ca2+-Sparkmessungen unter CaMKII-Inhibition konnte auch in Kardi-
omyozyten von Patienten im Sinusrhythmus durch Inhibition der CaMKII eine zwar 
schwach ausgeprägte, aber signifikante weitere Reduktion der Ca2+-Sparkfrequenz 
und damit des SR Ca2+-Lecks nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass das 
SR Ca2+-Leck und die Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR2 in atrialen Kardiomyozy-
ten generell CaMKII-abhängig sind, auch unter physiologischen Konditionen im Sinus-
rhythmus. Besonders ausgeprägt ist die CaMKII-Abhängigkeit des SR Ca2+-Lecks 
aber im Kontext pathologisch vermehrter CaMKII-Aktivität und CaMKII-abhängiger 
RyR2-Hyperphosphorylierung bei Vorhofflimmern. Dies wird belegt durch die beson-
ders drastische Reduktion der Ca2+-Sparkfrequenz und damit des SR Ca2+-Lecks 
durch CaMKII-Inhibition in Vorhofmyokardzellen von Patienten mit Vorhofflimmern. 
 
 
 
4.4 Auswirkungen des SR Ca2+-Lecks auf die diastolische Ca2+-
Konzentration 
 
Ausgehend von der Feststellung, dass Vorhofflimmern mit einem gesteigerten SR 
Ca2+-Leck durch die RyR2 vergesellschaftet ist, stellte sich die Frage, ob dies ein rei-
nes Epiphänomen ist oder ob der vermehrte Ca2+-Austritt aus dem SR auch funktio-
nelle Konsequenzen in den Kardiomyozyten hat. Es wurde bereits spekuliert, dass die 
diastolische Ca2+-Konzentration bei Vorhofflimmern erhöht sein könnte (3). Dies wurde 
bisher aber nicht in humanen Vorhofmyokardzellen untersucht. 
Daher wurden im Rahmen meiner Dissertation die Auswirkungen des SR Ca2+-Lecks 
auf die diastolische Ca2+-Konzentration mit Hilfe von Epifluoreszenzmessungen quan-
titativ untersucht. Hierbei konnte erstmals gezeigt werden, dass die diastolische Ca2+-
Konzentration in atrialen Kardiomyozyten bei Vorhofflimmern in der Tat signifikant er-
höht ist im Vergleich zu Zellen von Patienten mit Sinusrhythmus. 
Um nunmehr die Frage zu beantworten, ob diese Erhöhung der diastolischen Ca2+-
Konzentration tatsächlich auf das vermehrte SR Ca2+-Leck über die RyR2 
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zurückzuführen ist, wurden Epifluoreszenzmessungen der Ca2+-Konzentration nach 
Blockade der RyR2 mit Tetracain durchgeführt. Hierdurch konnte nicht nur wie in Kap. 
4.1 geschildert das Ca2+-Leck aus dem SR komplett unterbunden werden, sondern 
vielmehr auch die erhöhte diastolische Ca2+-Konzentration bei Vorhofflimmern auf 
Werte wie bei Kardiomyozyten im Sinusrhythmus normalisiert werden. Demgegenüber 
hatte Tetracain bei Zellen im Sinusrhythmus keinen signifikanten Einfluss auf die Ca2+-
Konzentration. Daraus kann zum einen geschlussfolgert werden, dass die erhöhte di-
astolische Ca2+-Konzentration allein durch das deutlich gesteigerte SR Ca2+-Leck bei 
Vorhofflimmern verursacht wird. Zum anderen hat das geringe SR Ca2+-Leck unter 
physiologischen Konditionen im Sinusrhythmus offenbar keinen signifikanten Einfluss 
auf die diastolische Ca2+-Konzentration. Möglicherweise kann der quantitativ geringe 
Ca2+-Extrusionsmechanismus der sarkolemmalen Ca2+-ATPase das geringe diastoli-
sche Leck im Sinusrhythmus hinsichtlich der diastolischen Ca2+-Konzentration kom-
plett kompensieren, während er mit einem höheren SR Ca2+-Leck, wie beim Vorhof-
flimmern, überlastet ist. 
 
 
 
4.5 CaMKII-Abhängigkeit der erhöhten diastolischen Ca2+-Kon-
zentration bei Vorhofflimmern 
 
Ist nun aber auch die diastolische Ca2+-Konzentration CaMKII-abhängig? 
Ich konnte bereits zeigen, dass das SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern durch CaMKII-
Inhibition vollständig normalisiert werden kann. Epifluoreszenzmessungen unter 
CaMKII-Inhibition zeigten hierzu kongruent die Normalisierung der diastolischen Ca2+-
Konzentration in Zellen von Patienten mit Vorhofflimmern auf Werte vergleichbar mit 
denen bei Sinusrhythmus. Auf der anderen Seite führt die Inhibition der CaMKII in Zel-
len von Patienten mit Sinusrhythmus, in denen das SR Ca2+-Leck ja bereits gering ist, 
trotz einer signifikanten weiteren Verringerung des SR Ca2+-Lecks zu keiner weiteren 
Reduktion der diastolischen Ca2+-Konzentration. Dies passt zu den bereits diskutierten 
Befunden aus den Tetracain-Versuchen, in welchen eine komplette Ablation des (ge-
ringen) SR Ca2+-Lecks bei Zellen im Sinusrhythmus keinen Einfluss auf die diastoli-
sche Ca2+-Konzentration hatte. 
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Da die CaMKII auch die L-Typ Ca2+-Kanäle reguliert (58, 153), wirkt sich eine Inhibition 
der CaMKII auch auf deren Funktion aus. In ventrikulären Kardiomyozyten konnte be-
reits nachgewiesen werden, dass eine CaMKII-Inhibition zur Reduktion des Stroms 
ICa,L über die L-Typ Ca2+-Kanäle führt (147, 153, 154). Die Arbeitsgruppe um Christ hat 
gezeigt, dass dies analog auch für rechtsatriale Myokardzellen im Sinusrhythmus gilt, 
jedoch im Vorhofflimmern aus einer CaMKII-Inhibition keine weitere Reduktion des be-
reits verringerten ICa,L resultiert (155). 
Denkbar wäre also, dass der Einfluss der CaMKII auf die diastolische Ca2+-Konzent-
ration vielmehr durch die Effekte auf den ICa,L vermittelt wird, denn über das SR Ca2+-
Leck. Um dies zu überprüfen, wurde in mit meiner Dissertation assoziierten Untersu-
chungen mittels Patch Clamp-Technik der Effekt der CaMKII-Inhibition auf den ICa,L 
untersucht. Diese Untersuchungen zeigten, dass im Gegensatz zu Sinusrhythmus bei 
Vorhofflimmern der bereits verminderte ICa,L durch Inhibition der CaMKII nicht weiter 
reduziert wird (156). 
Dies bekräftigt noch einmal die Hypothese, dass das CaMKII-vermittelte gesteigerte 
SR Ca2+-Leck die Hauptursache für die erhöhte diastolische Ca2+-Konzentration bei 
Vorhofflimmern ist. 
Weiterhin konnte dabei ebenso wie in Arbeiten von Lenaerts et al. gezeigt werden, 
dass bei Vorhofflimmern die NCX-Funktion leicht erhöht ist, während die NCX-Expres-
sion signifikant erhöht ist (144). Man kann vermuten, dass es sich hierbei um einen 
Kompensationsmechanismus bei erhöhten diastolischen Ca2+-Konzentrationen han-
delt, welcher die freie cytosolische Ca2+-Konzentration senken soll, jedoch aufgrund 
des permanenten Ca2+-Lecks aus dem SR nicht suffizient ist. 
 
 
 
4.6 Das CaMKII-abhängige SR Ca2+-Leck als potentielles arrhyth-
mogenes Substrat 
 
Ein erhöhtes SR Ca2+-Leck und damit eine erhöhte diastolische Ca2+-Konzentration, 
wie sie bei Vorhofflimmern in atrialen Kardiomyozyten vorliegen, werden als ein poten-
tieller arrhythmogener Mechanismus angesehen: 
Wie bereits geschildert, führt ein gesteigerter Austritt von Ca2+ aus dem SR zu einer 
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erhöhten Ca2+-Konzentration im Cytosol. Dies wiederum steigert auch die Elimination 
von Ca2+ aus der Zelle, bei humanen Kardiomyozyten insbesondere über den NCX, 
von welchem in einem mit meiner Arbeit assoziierten Projekt gezeigt wurde, dass seine 
Aktivität bei Vorhofflimmern erhöht ist. Dies führt zur Depolarisation der Zelle durch 
einen einwärtsgerichteten Strom, was DADs verursachen kann. Bei einer erhöhten 
Ca2+-Konzentration wird die Depolarisation entsprechend verstärkt. Dieser Sachver-
halt wurde bereits von Song et al. in Ventrikelmyozyten von Meerschweinchen nach-
gewiesen (157) Auch haben Experimente an Pulmonalvenen von Hunden gezeigt, 
dass die Ca2+-vermittelte Triggeraktivität, welche zu DADs führt, eine Ektopie bewirken 
kann (158).  
Darüber hinaus wurde von Sood et al. bei transgenen Mäusen mit FKBP12.6-Defizienz 
und daraus resultierendem gesteigertem SR Ca2+-Leck nachgewiesen, dass diese an-
fälliger für die Induktion von Vorhofflimmern sind (101). Auch haben Mäuse mit einer 
CaMKIIδC-Überexpression eine erhöhte Neigung zu Arrhythmien (140). Ob diese 
CaMKIIδC-Überexpression jedoch auch zu Vorhofflimmern führt, ist bisher nicht unter-
sucht worden. 
Insbesondere weist die oben erwähnte Studie von Chelu et al. auf die Relevanz des 
CaMKII-abhängigen SR Ca2+-Lecks über die RyR2 für die Induktion von Vorhofflim-
mern hin. Hier wurden Knock-in-Mäuse untersucht, welche einen nicht durch die 
CaMKII phosphorylierbaren RyR2 aufweisen. Diese waren im Gegensatz zu Wildtyp-
Mäusen resistent gegen die Pacing-induzierte Entstehung von Vorhofflimmern, was 
darauf hindeutet, dass die Hyperphosphorylierung der RyR2 durch die CaMKII und 
das hierdurch gesteigerte SR Ca2+-Leck ein kritischer Mechanismus bei der Entste-
hung von Vorhofflimmern sind (150). 
Ich schlussfolgere deswegen, dass das CaMKII-abhängige gesteigerte SR Ca2+-Leck 
bei Vorhofflimmern verursacht durch die Hyperphosphorylierung der RyR2 ein wichti-
ger arrhythmogener Mechanismus ist und dass eine Inhibition der CaMKII die Neigung 
zu Vorhofarrhythmien reduzieren kann. Daher könnte die CaMKII ein neues therapeu-
tisches pharmakologisches Ziel für noch zu entwickelnde Antiarrhythmika bieten. 
Auch die Feststellung, dass CaMKII-Inhibition den ICa,L bei Vorhofflimmern nicht noch 
weiter reduziert, ist bezüglich möglicher therapeutischer Ansätze äußerst wichtig. 
Denn dies bedeutet, dass CaMKII-Inhibition zielgerichtet gegen einen arrhythmogenen 
Mechanismus, nämlich das SR Ca2+-Leck, wirken kann, ohne einen anderen weiter zu 
aggravieren – denn eine weitere Reduktion des ICa,L würde die Dauer des 
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Aktionspotentials weiter verkürzen, was wiederum dadurch proarrhythmogen wirken 
würde, dass Reentry-Mechanismen begünstigt werden. Hier spielen wiederum die Er-
gebnisse der Arbeitsgruppe von El-Armouche eine wichtige Rolle. Die Tatsache, dass 
die Aktivität der Proteinphosphatasen bei Vorhofflimmern in subzellulären Komparti-
menten unterschiedlich reguliert wird (151), führt dazu, dass die Inhibition der CaMKII 
sehr spezifisch auf das SR Ca2+-Leck wirken kann ohne signifikante Effekte im Bereich 
des Sarkolemm. 
 
 
 
4.7 Limitationen der Arbeit 
 
Es muss erwähnt werden, dass unter in vivo-Gegebenheiten die Herzfrequenz eine 
wichtige Rolle in Hinblick auf CaMKII-Effekte spielt, da die CaMKII frequenzabhängig 
aktiviert werden kann (59). Diese Störgröße besteht bei den Versuchsbedingungen 
meiner Untersuchungen nicht, da die Kardiomyozyten aus beiden Gruppen mit den 
gleichen Frequenzen elektrisch stimuliert wurden. Vielmehr dürften dementsprechend 
die Resultate der vorliegenden Dissertation die CaMKII-abhängigen Effekte in Zellen 
von Patienten mit Vorhofflimmern sogar noch unterschätzt haben, weil die Zellen der 
Gruppe mit Vorhofflimmern eben nicht wie in vivo mit einer höheren Frequenz erregt 
wurden, als die Zellen im Sinusrhythmus. 
Aufgrund der Methodik von Ca2+-Spark-Messungen konnten nur solche Zellen bezüg-
lich ihres SR Ca2+-Lecks analysiert werden, welche zum Messzeitpunkt auch Ca2+-
Sparks aufwiesen. Einer der Effekte der CaMKII-Inhibition im Rahmen meiner Arbeit 
war, dass der prozentuale Anteil an Zellen, die Ca2+-Sparks aufwiesen, beträchtlich 
reduziert wurde. Dies bedeutet, dass der tatsächliche Effekt der CaMKII-Inhibition auf 
das SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern wahrscheinlich sogar noch stärker ist, als die 
Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen zeigen. 
Auch soll an dieser Stelle festgehalten werden, dass hier die CaMKII zur Untersuchung 
mechanistischer Fragestellungen nur akut inhibiert wurde. Chronische Effekte der 
CaMKII-Inhibition, wie Veränderungen der Transkriptionslevel von Proteinen, die in die 
elektromechanische Kopplung involviert sind, konnten in diesem Versuchsszenario 
weder untersucht noch ausgeschlossen werden. Hinsichtlich eines möglichen 
4. Diskussion 
 77 
therapeutischen Einsatzes von CaMKII-Inhibitoren müssen diese möglichen sekundä-
ren Effekte berücksichtigt werden. 
 
 
 
4.8 Ausblick und klinische Relevanz – CaMKII-Inhibition als mög-
liche antiarrhythmische Therapie bei Vorhofflimmern? 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die CaMKII-abhängige Hyperphosphorylierung der 
RyR2 zu einem gesteigerten SR Ca2+-Leck bei Vorhofflimmern führt. Dies wiederum 
führt zu einer erhöhten diastolischen Ca2+-Konzentration im Cytosol, was ein arrhyth-
mogenes Substrat darstellt. Daher sollte die CaMKII-Inhibition weiter erforscht werden 
in Hinblick auf mögliche neue antiarrhythmische Strategien und Therapien bei Vorhof-
flimmern. 
Bezüglich etablierter pharmakologischer Therapien können die hier präsentierten Er-
gebnisse möglicherweise einen Teil der antiarrhythmischen Effekte von b-Blockern er-
klären, welche der CaMKII vorgeschaltet wirken und von denen gezeigt werden 
konnte, dass sie die Hyperphosphorylierung der RyR2 reduzieren und das SR Ca2+-
Leck verringern (159, 160). In jüngerer Vergangenheit konnte außerdem gezeigt wer-
den, dass sowohl der b-Blocker Carvedilol als auch das Klasse Ic-Antiarrhythmikum 
Flecainid direkt an die RyR2 binden und diese hemmen (161, 162). Zumindest Flecai-
nid wirkt jedoch auch auf diverse atriale K+-Ströme, was wiederum proarrhythmisch 
wirken kann (163). 
Die Entwicklung von spezifischen Inhibitoren des SR Ca2+-Lecks oder direkter spezifi-
scher RyR2-Inhibitoren sollte vorangetrieben werden und stellt möglicherweise einen 
neuartigen Angriffspunkt in der Therapie des Vorhofflimmerns dar, das in seiner medi-
zinischen Relevanz und sozioökonomischen Bedeutung stetig zunimmt.  
Insbesondere spezifische CaMKII-Inhibitoren als mögliche antiarrhythmische Sub-
stanzen bedürfen in Zukunft weiterer experimenteller und klinischer Studien. Da die 
CaMKII allerdings als ubiquitäre Kinase in vielen verschiedenen physiologischen Pro-
zessen eine wichtige Rolle spielt, könnte eine systemische CaMKII-Inhibition auch 
ganz unterschiedliche unerwünschte Nebenwirkungen mit sich bringen. Hier ist insbe-
sondere zu beachten, dass das SR Ca2+-Leck durch CaMKII-Inhibition auch im 
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Sinusrhythmus reduziert wird. Lakatta et al. zeigten bereits, dass das SR Ca2+-Leck 
eine wichtige Rolle in der Rhythmogenese des Sinusknotens spielt (164). Denkbar 
wäre also, dass therapeutische CaMKII-Inhibitoren die Sinusknotenfunktion beeinflus-
sen könnten, am ehesten im Sinne von Sinusbradykardien. 
 
In der jüngsten Vergangenheit wurden neue hoch selektive CaMKII-Inhibitoren entwi-
ckelt, speziell konzipiert für einen möglichen therapeutischen Einsatz. Die oral biover-
fügbare niedermolekulare Substanz SMP-114 („Rimacalib“) wurde initial als Therapeu-
tikum der rheumatoiden Arthritis entwickelt und als solches bereits in einer klinischen 
Phase II-Studie getestet, allerdings anscheinend mit unzureichender Effektivität. 
Jüngst veröffentlichte in vitro-Untersuchungen der Effekte dieser Substanz auf hu-
mane atriale und ventrikuläre Kardiomyozyten zeigten eine signifikante Reduktion des 
SR Ca2+-Lecks und des Auftretens von arrhythmogenen spontanen Ca2+-Freisetzun-
gen ohne negative Auswirkungen auf die elektromechanische Kopplung der unter-
suchten Kardiomyozyten (76). Ebenso konnte in in vitro-Experimenten mit GS-680 und 
AS100105 gezeigt werden, dass diese Substanzen signifikant das SR Ca2+-Leck re-
duzieren und konsekutiv die arrhythmogene Aktivität in atrialen Kardiomyozyten durch 
die Verringerung von Ca2+-Sparks senken (77, 78). Bei allen genannten Wirkstoffen 
stehen klinische Studien zum aktuellen Zeitpunkt noch aus. 
Trotzdem geben diese Veröffentlichungen Anlass zu der Annahme, dass in näherer 
Zukunft erste CaMKII-Inhibitoren Anwendung in der antiarrhythmischen Therapie von 
Vorhofflimmern finden könnten. 
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5 Zusammenfassung 
 
Vorhofflimmern ist die häufigste behandlungsbedürftige Herzrhythmusstörung und 
wichtige Ursache kardialer Morbidität und Mortalität. Bei Vorhofflimmern kommt es zu 
tiefgreifenden Veränderungen im Ca2+-Stoffwechsel der atrialen Kardiomyozyten, wel-
che als mitursächlich für die Entstehung und Aufrechterhaltung der Rhythmusstörung 
angesehen werden. Ein zentraler Regulator des kardiomyozytären Ca2+-Haushalts ist 
die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII). Ausgangshypothese der 
hier vorliegenden Arbeit war es, dass bei Vorhofflimmern ein vermehrtes CaMKII-ab-
hängiges SR Ca2+-Leck infolge von Überexpression und Überaktivierung der CaMKII 
auftritt. 
Diese Hypothese wurde untersucht in humanen rechtsatrialen Kardiomyozyten, ge-
wonnen aus Gewebeproben von Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zu Kon-
trollproben von Patienten im Sinusrhythmus. Dabei wurde in isolierten Kardiomyozyten 
das SR Ca2+-Leck durch die konfokale fluoreszenzmikroskopische Messung von Ca2+-
Sparks sowie die diastolische Ca2+-Konzentration mittels ratiometrischer Epifluores-
zenzmessungen bestimmt. Parallel wurden proteinbiochemische Untersuchungen 
durchgeführt. Diese zeigten eine vermehrte Expression und Aktivierung (durch Auto-
phosphorylierung) der CaMKII und damit assoziiert eine Hyperphosphorylierung des 
RyR2, dem SR Ca2+-Freisetzungskanal, an der CaMKII-spezifischen Phosphorylie-
rungsstelle Ser-2814 bei Vorhofflimmern. Damit einhergehend zeigte sich ein vielfach 
erhöhtes SR Ca2+-Leck. Es konnte gezeigt werden, dass dieses CaMKII-abhängig ist; 
durch Inhibition der CaMKII mittels KN-93 konnte es vollständig auf das Niveau bei 
Sinusrhythmus reduziert werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass das SR Ca2+-
Leck für die ebenfalls festgestellte starke Erhöhung der diastolischen Ca2+-Konzentra-
tion verantwortlich ist, da diese durch Tetracain komplett normalisiert werden konnte. 
Ebenso konnte diese Erhöhung der diastolischen Ca2+-Konzentration durch CaMKII-
Inhibition vollständig normalisiert werden.  
Die Ergebnisse zeigen damit erstmalig, dass es bei Vorhofflimmern in humanen atria-
len Kardiomyozyten CaMKII-abhängig durch Hyperphosphorylierung der RyR2 an der 
CaMKII-spezifischen Phosphorylierungsstelle Ser-2814 zu einem erhöhten SR Ca2+-
Leck kommt, welches wiederum zum Anstieg der diastolischen Ca2+-Konzentration in 
diesen Zellen führt. Vermutlich führen durch den NCX bedingte transiente 
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Einwärtsströme zu späten Nachdepolarisationen, die Vorhofflimmern initiieren können. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen damit nahe, dass das CaMKII-abhän-
gige SR Ca2+-Leck ein dem Vorhofflimmern zugrunde liegender arrhythmogener Me-
chanismus ist und dass die Inhibition der CaMKII ein neuartiger pharmakotherapeuti-
scher Ansatz bei Vorhofflimmern sein könnte.  
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7 Anhang 
 
7.1 Im Rahmen dieser Dissertation verwendete Lösungen 
 
Lösung Ion / Substanz Konzentration  
St. Thomas 
Hospital 
Kardioplegie 
NaCl 110 mmol/L 
gelöst in ddH2O; 
pH 7,4 mit NaOH bei 4°C 
KCl 16 mmol/L 
MgCl2 16 mmol/L 
NaHCO3 10 mmol/L 
Glucose 11 mmol/L 
CaCl2 1,2 mmol/L 
 
Tabelle 7.1: St. Thomas Hospital Kardioplegie. 
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Lösung Ion / Substanz Konzentration  
Ca2+-freie 
Isolationslösung 
 
NaCl 88 mmol/L 
gelöst in ddH2O; pH 7,4 mit 
NaOH bei 36°C 
Sucrose 88 mmol/L 
KCl 5,4 mmol/L 
NaHCO3 4 mmol/L 
NaH2PO4 0,3 mmol/L 
MgCl2 1,1 mmol/L 
HEPES 10 mmol/L 
Taurin 20 mmol/L 
Glucose 10 mmol/L 
Na+-Pyruvat 5 mmol/L 
Enzymlösung 1 
Collagenase Wort-
hington Typ 2 
2 mg/mL 
gelöst in Isolationslösung; 
pH 7,4 bei 36°C Proteinase Sigma 
Typ XXIV 
50 µg/mL 
Enzymlösung 2 
Collagenase Wort-
hington Typ 2 
1,8 mg/mL 
gelöst in Isolationslösung; 
pH 7,4 bei 36°C Proteinase Sigma 
Typ XXIV 
50 µg/mL 
KB-Medium 
Taurin 10 mmol/L 
gelöst in ddH2O; pH 7,4 mit 
KOH bei 23°C (RT) 
Glutaminsäure 70 mmol/L 
KCl 25 mmol/L 
KH2PO4 10 mmol/L 
Dextrose 22 mmol/L 
EGTA 0,5 mmol/L 
 
Tabelle 7.2: Zur Isolation von humanen Herzmuskelzellen benötigte Lösungen. 
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Lösung Ion / Substanz Konzentration  
KN-92 Stock 
(10 mmol/L) 
KN-92 
 
1 mg KN-92 (555,0 g/mol) in 
180,2 µL DMSO lösen und 
bei -20°C lichtgeschützt la-
gern 
DMSO 
KN-93 Stock 
(10 mmol/L) 
KN-93 
 
1 mg KN-93 (559,0 g/mol) in 
166,94 µL ddH2O lösen und 
bei -20°C lichtgeschützt la-
gern 
ddH2O 
KN-92 Lösung 
(1 µmol/L) 
KN-92 Stock 10 mmol/L 
10 µL der Stocklösung in 100 
µL DMSO verdünnen und bei 
-20°C lichtgeschützt lagern DMSO   
KN-93 Lösung 
(1 µmol/L) 
KN-93 Stock 10 mmol/L 10 µL der Stocklösung in 100 
µL ddH2O verdünnen und bei 
-20°C lichtgeschützt lagern ddH2O   
 
Tabelle 7.3: CaMKII-Inhibitor KN-93 und sein inaktives Analogon KN-92. 
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Lösung Ion / Substanz Konzentration  
Fura-2 AM Stocklö-
sung 
(1 mmol/L) 
Fura-2 AM 
 
1 mg Fura-2 AM (1001,86 
g/mol) in 998,1 µL DMSO lö-
sen und bei -20°C lichtge-
schützt lagern 
DMSO (Fluka 41640) 
Fura-2 AM 
Farbstofflösung 
10 µmol/L) 
Fura-2 AM Stocklö-
sung 
1 mmol/L 50 µL der Fura-2 AM Stock-
lösung und 5 µL Pluronic in 5 
mL Messlösung lösen; 
als 200 µL Aliquots lichtge-
schützt bei -20°C lagern 
Pluronic-Lösung 200 mg/mL 
Messlösung mit 1 
mM Ca2+ 
 
Fura-2 AM 
Farbstofflösung (10 
µmol/L) mit KN-92 
(1 µmol/L) 
Fura-2 AM Stocklö-
sung 
1 mmol/L 
Farbstofflösung wie oben be-
schrieben herstellen und zu-
sätzlich 5 µL KN-92 bzw. KN-
93 hinzufügen; als 200 µL 
Aliquots lichtgeschützt bei -
20°C lagern 
Pluronic-Lösung 200 mg/mL 
Messlösung mit 1 
mM Ca2+ 
  
KN-92 1 mmol/L 
Fura-2 AM 
Farbstofflösung (10 
µmol/L) mit KN-93 
(1 µmol/L) 
Fura-2 AM Stocklö-
sung 
1 mmol/L 
Pluronic-Lösung 200 mg/mL 
Messlösung mit 1 
mM Ca2+ 
  
KN-93 1 mmol/L 
 
Tabelle 7.4: Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM. Zunächst wurde eine Fura-2 AM-Stocklösung (1 
mmol/L), dann die Farbstofflösung (10 µmol/L) für die Messungen hergestellt. 
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Lösung Ion / Substanz Konzentration  
Fluo-3 AM 
Stock (1 mmol/L) 
Fluo-3 AM 
 
1 mg Fluo-3 AM (1129,86 
g/mol) in 885 µL DMSO lösen 
und bei -20°C lichtgeschützt 
lagern 
DMSO 
(Fluka 41640) 
Fluo-3 AM 
Farbstofflösung 
(10 µmol/L) 
Fluo-3 AM Stocklö-
sung 
1 mmol/L 50 µL der Fluo-3 AM Stocklö-
sung und 5 µL Pluronic in 5 
mL Messlösung lösen; 
als 200 µL Aliquots lichtge-
schützt bei -20°C lagern 
Pluronic-Lösung 200 mg/mL 
Messlösung mit 1 
mM Ca2+ 
  
Fluo-3 AM 
Farbstofflösung 
(10 µmol/L) mit KN-
92 (1 µmol/L) 
Fluo-3 AM Stocklö-
sung 
1 mmol/L 
Farbstofflösung wie oben be-
schrieben herstellen und zu-
sätzlich KN-92 bzw. KN-93 
hinzufügen; als 200 µL Ali-
quots lichtgeschützt bei 
-20°C lagern 
Pluronic-Lösung 200 mg/mL 
Messlösung mit 1 
mM Ca2+ 
  
KN-92-Lösung 1 mmol/L 
Fluo-3 AM 
Farbstofflösung 
(10 µmol/L) mit KN-
93 (1 µmol/L) 
Fluo-3 AM Stocklö-
sung 
1 mmol/L 
Pluronic-Lösung 200 mg/mL 
Messlösung mit 1 
mM Ca2+ 
  
KN-93-Lösung 1 mmol/L 
 
Tabelle 7.5: Der Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM. Zunächst wurde eine Fluo-3 AM-Stocklösung 
(1mmol/L), dann die Farbstofflösung (10 µmol/L) für die Messungen hergestellt. 
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Lösung Ion / Substanz Konzentration  
Messlösung ohne 
Ca2+ 
NaCl 136 mmol/L 
gelöst in ddH2O; pH 7,4, 
mit NaOH bei 23°C (RT) 
KCl 4 mmol/L 
NaH2PO4 0,33 mmol/L 
NaHCO3 4 mmol/L 
MgCl2 1,6 mmol/L 
HEPES 10 mmol/L 
Glucose 5 mmol/L 
Messlösung mit 
Ca2+ 
CaCl2 2 mmol/L 
gelöst in Messlösung 
ohne Ca2+ 
Messlösung mit 
KN-92 
KN-92 1 µmol/L 
gelöst in Messlösung 
mit Ca2+ 
Messlösung mit 
KN-93 
KN-93 1 µmol/L 
gelöst in Messlösung 
mit Ca2+ 
Messlösung mit 
Tetracain 
Tetracain 1 mmol/L 
gelöst in Messlösung 
mit Ca2+ 
Messlösung mit 
Koffein 
Koffein 10 mmol/L 
gelöst in Messlösung 
mit Ca2+ 
 
Tabelle 7.6: Messlösungen für Epifluoreszenz- und konfokale Laserfluoreszenzmessungen. 
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Lösung Ion / Substanz Konzentration  
Kalibrierungs- 
lösung für Rmin 
Ionomycin 5 µmol/L 
gelöst in ddH2O; 
pH 7,4, mit KOH 
bei 23°C (RT) 
Nigericin 1,34 µmol/L 
NaCl 10 mmol/L 
KCl 125 mmol/L 
HEPES 25 mmol/L 
MgSO4 1 mmol/L 
EGTA 5 mmol/L 
Kalibrierungs-lö-
sung für Rmax 
Ionomycin 5 µmol/L 
gelöst in ddH2O; 
pH 7,4, mit KOH 
bei 23°C (RT) 
Nigericin 1,34 µmol/L 
NaCl 10 mmol/L 
KCl 125 mmol/L 
HEPES 25 mmol/L 
MgSO4 1 mmol/L 
CaCl2 5 mmol/L 
 
Tabelle 7.7: Kalibrierungslösung für ratiometrische Epifluoreszenzmessungen mit Fura-2. 
 
 
 
Lösung Ion / Substanz Konzentration  
Collagen-Lösung 
Collagen Typ 1 1 mg/mL 1 Teil Collagen mit 1 Teil 
Polylsyin und 3 Teilen 
Essigsäure mischen, 
bei -20°C lagern 
Polylysin 0,5 mg/mL 
Essigsäure 17 mmol/L 
 
Tabelle 7.8: Collagen-Lösung zur Zellfixierung auf den Messkammern. 
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7.2 In dieser Dissertation verwendete spezielle Substanzen  
 
Substanz Hersteller  
KN-93 Merck Calbiochemâ Cat.No. 422711 
KN-92 Merck Calbiochemâ Cat.No. 422709 
Collagenase Worthington 
Typ 2, 290 U/mg 
Worthington Lot-Nr: X8A10238B 
Proteinase Sigma 
Typ XXIV, 9 U/mg 
Sigma Produkt-Nr. P8038 
Collagen Typ 1 (Ratte) BD Biosciences Cat.No. 354236 
Fura-2 AM Molecular Probes TM Cat.No. F1201 
Fluo-3 AM MoBiTec® Bestellnr. 01241 
 
Tabelle 7.9: In dieser Dissertation verwendete spezielle Substanzen. 
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7.3 Ergänzende Abbildungen zu Kap. 3.3.3 
 
 
Abbildung 7.1: Weitere Ca2+-Spark-Parameter. A: Fluoreszenz-Amplitude als F/F0. B: Zeit bis zum 
50%igen Abfall (RT 50%) der Fluoreszenz eines Sparks. C: Gesamtdauer eines Ca2+-Sparks in ms 
(Vorhofflimmern/KN-92, n=96 Sparks aus 19 Zellen; Vorhofflimmern/KN-93, n=21 Sparks aus 11 Zellen; 
Sinusrhythmus/KN-92, n=72 Sparks aus 32 Zellen; Sinusrhythmus/KN-93, n=28 Sparks aus 19 Zellen; 
*P<0,05). 
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